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Résumé en français
Le système rénine-angiotensine joue un rôle important dans plusieurs pathologies dont
l’hypertension et les maladies rénales. L’angiotensine II (ang II) stimule l’hypertrophie
dans différents types cellulaires dont les cellules du tubule proximal rénal et mène à des
dommages rénaux. L’ang II agit à travers deux récepteurs, Ail et AT2, toutefois le
mécanisme moléculaire impliquant l’induction d’hypertrophie cellulaire par l’ang II n’est
pas clair. Une nouvelle protéine, GLP, associée au récepteur Ail de Ï’angiotensine a été
identifiée. Des résultats obtenus par cytométrie de flux, incorporation de [3H]-leucine et
contenu en protéines totales, ont démontré que la surexpression du gène GLP induit de
l’hypertrophie dans les cellules du muscle lisse vasculaire (V$MCs) et les cellules
immortalisées du tubule proximal de rein (IRPTCs). L’expression de Ï’ARNm de GLP est
stimulée par l’ang II d’une manière dépendante du temps, de la dose et du récepteur Ail.
Des analyses avec des inhibiteurs spécifiques ont indiqué que plusieurs voies de
signalisation règlent l’expression de l’ARNm de GLP dans les IRPTCs stimulées avec l’ang
II. Les voies impliquées sont celles de EGFR, ERK1/2, PKC et la voie des ROS. Des
résultats d’incorporation de [3HJ-leucine et de contenu en protéines totales en présence
d’ang II et d’inhibiteurs spécifiques ont démontré que l’hypertrophie observée dans les
IRPTCs semble modulée par la voie des ROS. Finalement, la protéine GLP pourrait être le
lien entre le récepteur Ail et l’hypertrophie. GLP pourrait donc être une bonne cible pour
le développement de nouveaux médicaments pour le traitement des patients souffrant de
maladies cardiovasculaires et rénales.
Mots clé : récepteur Ail; angiotensine II; hypertrophie cellulaire; cellules du tabule
proximal rénal; expression génique ; espèces réactives de l’oxygène (ROS)
II
Résumé en anglais
The renin-angiotensin system plays an important role in many diseases such as
hypertension and renal failure. Angiotensin II (ang II) stimulates ceil hypertrophy in
different celis including renal proximal tubular ceils, which leads to renal injury. ihe
actions of ang II are mediated through the Ail and AT2 receptors, however, the molecular
mechanism involved in ang II-induced ce!! hypertrophy is flot clear. A novel Ail receptor
associated protein, GLP, was identified. ResuÏts obtained by flow cytometry, [3H]-Ïeucine
incorporation and total protein content show that the overexpression of GLP gene induces
hypertrophy in vascular smooth muscle celis (VSMCs) and rat immortalized proximal
tubular celis (IRPTCs). Data show that ang II stimulates GLP mRNA expresion in a time-,
concentration-, and Ail receptor-dependent manner in IRPTCs. b further detemiine the
signal transduction pathways which may be involved in ang II-induced GLP mRNA
expression, we used various specific inhibitors. The resuits indicate that the EGFR,
ERK1/2, PKC and ROS pathways are involved, while, ang II-induced cellular hypertrophy
in IRPTCs involves the ROS pathway. Indeed, the resuits obtained by [3HJ-leucine
incorporation and total protein content show a significant decrease in GLP mRNA
expression when celis are stimulated with ang II and each specific inhibitor. finally, GLP
protein may be the missing molecule coup!ing to the Ail receptor and initiating cellular
hypertrophie effects. GLP may thus be a good target for the development of new drugs to
treat patients with cardiovascular and renal diseases.
Key words: AT1 receptor; angiotensin II; cel!ular hypertrophy; renal proximal tubular
celis; gene expression; reactive oxygen species (ROS)
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1Introduction
L’hypertension atteint 13% de la population, soit 4,1 millions de Canadiens et Canadiennes
(2). Avec le vieillissement de la population, cette maladie risque de prendre d’énormes
proportions au pays (2;3). Malheureusement, les symptômes liés à l’hypertension prennent
un certain temps avant de se manifester qualifiant l’hypertension de «tueur silencieux» (3).
Dans plusieurs cas, l’hypertension n’est pas causée par un organe précis, alors que dans
certains cas la maladie est due à des troubles endocriniens comme la suractivation du RAS.
Le RAS est un système endocrinien qui consiste en une cascade d’interactions
biochimiques aboutissant à la production de l’ang II (4). Le RAS est responsable du
maintien de la pression sanguine moyenne et de la conservation du volume extracellulaire.
À l’origine, le RAS était considéré systémique, cependant, la notion d’un RAS local a été
mentionnée (5). Il a été démontré que le rein est l’un des organes possédant un RAS local,
ce qui en fait un organe doté d’une grande autonomie dans la régulation des niveaux
intrarénaux d’ang II (6). En effet, les niveaux intrarénaux d’ang II sont grandement
supérieurs aux niveaux d’ang II plasmatiques (5;7-9). La production intrarénale d’ang II
ajoutée à 1’ ang II intemalisée provoque, dans certains cas, un surplus d’ ang II intrarénale
menant au développement de l’hypertension dépendante de l’ang II (6;1O).
L’ang II est une hormone (11), de huit acides aminés (12;13) contrôlant un nombre
imposant de réponses physiologiques, dont la régulation de la pression sanguine via la
vasoconstriction (5;14-16) et la rétention de sel et d’eau par les tubules proximaux rénaux
(12;16) ainsi que la soif (17).
L’action biologique majeure de l’ang II est régie par deux types de récepteurs, AT1 et AT2,
de la surface cellulaire (1;1$). La grande majorité des actions physiologiques de l’ang II
agissent à travers le récepteur AT1 (19). La région carboxyl-terminale du récepteur AT1
joue un rôle important dans la régulation du récepteur ATÏ, dont l’intemalisation du
récepteur, la phosphorylation, la désensibilisation, le recyclage et les voies de signalisation
(13). Les récepteurs AT1 sont couplés à de multiples cascades de signalisation spécifiques
(20) et hautement complexes (17) menant à diverses actions biologiques (20). Plusieurs
voies de signalisation ont des interactions avec le récepteur AT1, dont la PKC, les MAPKs,
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les RTKs incluant EGFR et la voie des ROS. L’une des actions biologiques transduites est
l’hypertrophie cellulaire.
L’hypertrophie rénale est souvent le résultat de dommages chroniques aux néphrons. Cette
hypertrophie est alors adaptative et compense pour le mal causer aux reins. Par contre, par
la suite cette même hypertrophie devient néfaste et mène, par différents mécanismes tel que
la génération des ROS, à la fibrose interstitielle et au stade terminal de maladie rénale (21-
23).
Les mécanismes moléculaires précis de l’hypertrophie cellulaire impliquant l’ang II et le
récepteur AT1 ne sont cependant pas bien compris. Étant donné l’importance du récepteur
AT1, nous lui avons cherché des partenaires intracellulaires. Une protéine associée au
récepteur AT1, GLP, fut récemment découverte. Nous démontrons que cette protéine






L’hypertension atteint 4,1 millions de Canadiens, soit environ 13 % de la population entre
12 et 74 ans (2). On retrouve aussi la même proportion d’hypertendus dans les autres pays
industrialisés (24;25). Tous ces gens risquent plus que d’autres une crise cardiaque ou un
accident vasculo-cérébral (25).
L’incidence de la maladie croît avec l’âge (2;26). Au Canada, 22% des personnes âgées de
1$ à 70 ans souffrent d’hypertension et cette proportion monte à 30 % chez les personnes
de plus de 50 ans (2;27) et 50% chez les personnes âgées de plus de 65 ans. Avec le
vieillissement de la population, l’hypertension risque de prendre des proportions effarantes
au pays (2;3). Malheureusement, du fait que les symptômes rattachés à l’hypertension
artérielle prennent un certain temps à se manifester, on estime que 42 % des hypertendus ne
sont pas conscients de leur état (2;3;28), c’est pourquoi on nomme la maladie le «tueur
silencieux » (3).
Il s’agit d’une maladie fréquente, mais peu contrôlée. En fait, l’hypertension de seulement
16% des victimes serait contrôlée de façon adéquate (2;3;29;30). Il existe un fort lien causal
entre cette affection et la morbidité et la mortalité associées aux maladies cardiovasculaires
cérébrales et aux néphropathies. Effectivement, l’hypertension constitue un important
facteur de risque de l’infarctus du myocarde, l’accident vasculaire cérébral, l’insuffisance
cardiaque et l’insuffisance rénale. En fait, l’hypertension est considérée comme le troisième
facteur de risque de mort dans le monde (29).
Mais qu’est-ce que l’hypertension artérielle?
1.2 Définition
La tension artérielle est en fait une mesure de la pression exercée par le sang sur les parois
des artères et ce, immédiatement après la contraction du coeur (systolique), et entre deux
battements du coeur (diastolique). L’interprétation du résultat sera donc toujours le rapport
entre les deux nombres obtenus. Ainsi, une tension artérielle élevée signifiera que la
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circulation du sang dans les artères est difficile (28). En fait, ces deux chiffres indiquent
l’intensité de l’effort que doit fournir le coeur et l’état des vaisseaux sanguins. La tension
optimale établie par l’Organisation mondiale de la santé et la Société internationale de
l’hypertension est 120/80 nmi Hg et le début de l’hypertension à 140/90 mm Hg (28). Au
point de vue physiologique, l’hypertension se définit comme la persistance d’une pression
artérielle de 140/90 mm Hg ou plus, donc plus la pression artérielle est élevée, plus les
risques de problèmes cardiovasculaires et cérébraux sont augmentés (27).
1.3 Effets secondaires
Malgré que l’hypertension soit généralement asymptomatique pendant les 10 à 20
premières années de son évolution, elle fatigue tout de même le coeur et endommage les
artères. L’hypertension prolongée est la principale cause de l’insuffisance cardiaque, des
maladies vasculaires, de l’insuffisance rénale et des maladies vasculaires cérébrales. Elle
peut être l’effet secondaire ou la complication de d’autres maladies. Comme le coeur doit
surmonter une résistance accentuée, il travaille plus fort qu’il ne le devrait et , au fil du
temps, pour compenser, le myocarde s’hypertrophie (27). Le coeur se détériorera alors plus
rapidement et s’épuisera à la longue (28). En effet, lorsque le coeur finit par excéder ses
capacités, il s’affaiblit et ses parois deviennent flasques.
L’hypertension aura aussi un impact sur la santé générale des vaisseaux sanguins ainsi que
son endothélium car elle favorise le dépôt de graisses sur et dans les parois des artères (28)
et cause dans l’endothélium de petites déchirures qui précipitent les ravages de
l’athérosclérose, soit l’accumulation des lipides sur la paroi interne des artères, et
provoquent l’artériosclérose, soit le durcissement des artères (27). Cette condition peut
entraîner, à mesure que les vaisseaux sanguins s’obstruent, une diminution de l’apport en
sang dans les tissus, et des complications cérébrales, oculaires, cardiaques et rénales (27) ou
des troubles circulatoires aux jambes (28).
L’hypertension artérielle est donc un problème de santé sérieux car elle a un impact sur
plusieurs fonctions vitales de l’individu puisque le sang circule partout dans l’organisme
(28). Il est aussi dangereux car son silence amène beaucoup de conséquences avant le
diagnostique.
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1.4 Facteurs de risques
Il est estimé que dans environ 90% des cas, l’hypertension est dite essentielle ou
inexpliquée, c’est-à-dire qu’elle n’a pas de cause organique précise. Toutefois, il est fort
possible que plusieurs facteurs jouent un rôle. L’âge serait l’un d’eux, les signes cliniques
de la maladie apparaissant habituellement vers l’âge de 40 ans (24). L’évolution diffère
aussi selon les groupes de la population. Ainsi les études montrent que l’on trouve plus
d’hypertendus de race noire que de race blanche et que les autres races. Plusieurs
explications ont été données, par exemple les afro-américains semblent être plus sensibles
au sel, qui retient l’eau et augmente par la suite la pression artérielle. De plus, les afro-
américains sont plus sujets à avoir des lésions rénales dérivant de l’hypertension artérielle
(26).
L’obésité (26) est un autre facteur de risque de l’hypertension artérielle car elle est
fréquente parmi les personnes obèses, chez lesquelles la longueur totale des vaisseaux
sanguins est plus grande que chez les personnes minces (27). Aussi, en règle générale, les
hommes sont plus concernés par l’hypertension artérielle que les femmes non ménopausées
(24). Néanmoins cette différence s’amenuise à partir du moment où les femmes sont
ménopausées, les études montrant qu’après la ménopause, la prévalence de l’apparition de
l’hypertension artérielle est augmentée, indépendamment des autres variations
physiologiques liées à cet état (24).
Bien entendu, une origine génétique de l’hypertension est suspectée (24). En effet, des
études familiales démontrent un composant héréditaire significatif concernant la régulation
de la pression sanguine et l’hypertension. L’hérédité de la régulation pression sanguine, en
se basant sur des études familiales est d’environ 15-35% et augmente dans les cas de
jumeaux (31;32). L’hypertension est héréditaire: l’enfant d’un parent souffrant
d’hypertension court deux fois plus de risques d’être atteint de la maladie que l’enfant né de
parents normotendus (26;28). Plusieurs groupes ont donc pour objectifs d’identifier les loci
génétiques et les gènes candidats responsables exprimés lors de l’hypertension et dans les
changements phénotypique qui peuvent contribuer à l’hypertension (31 ;33). Toutefois, les
habitudes de vie telles que le manque d’exercice (26;28), une consommation excessive
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d’alcool, le stress, sans oublier l’alimentation et la cigarette (26-2$) sont aussi en grande
partie liées à l’hypertension.
Toutefois, les facteurs de risques les plus importants sont les élévations répétitives de la
pression artérielle , le taux sanguin de cholestérol, l’usage du tabac (26;27), le diabète sucré
(27) et le stress (26-28).
1.5 Contrôle et traitements
L’hypertension essentielle est incurable, mais elle peut être maîtrisée par une intervention
diététique adéquate, (diète faible en sel et en cholestérol), une perte pondérale et des
médicaments antihypertenseurs (27).
Cependant, moins de 10% des cas d’hypertension sont dus à des troubles identifiables, dont
l’hypersécrétion de la rénine et des troubles endocriniens. Dans ces cas, le traitement de
l’hypertension vise plutôt à éliminer le facteur causant ces dérèglements (27).
Le contrôle de l’hypertension artérielle peut prévenir de nombreuses complications, c’est
pourquoi il est donc si important de la maîtriser (26).
Mais l’hypertension artérielle est un problème de santé parmi tant d’autres au Canada.
Traiter l’hypertension exige une approche multifactorielle (2$) et un certain nombre de
facteurs qui influent sur la prévention, le traitement et la maîtrise de l’hypertension sont
similaires, voire identiques, à ceux d’autres maladies chroniques (29).
Finalement, l’hypertension artérielle n’est qu’un élément d’un phénomène comportant de
nombreux facteurs, et des efforts doivent être accomplis pour mettre en place une approche
de gestion globale des facteurs de risque de maladie cardiovasculaire (29).
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2. Système rénine-angiotensjne (RAS)
2.1 Fonction
Le système rénine-angiotensine-aldostérone, aussi appelé système rénine-angiotensine ou
RAS, a été longtemps considéré comme un système endocrinien général (5). En fait, il a été
décrit pour la première fois comme un système endocrine par H. Goldblatt en 1934 (4). Le
RAS consiste en une cascade d’interactions biochimiques aboutissant à la production de





















Figure 1. Cascade du système rénine-angiotensine (RAS). (Tiré de Kim et al (16))
Le RAS est l’un des principaux complexes de régulation de la pression sanguine et est
distribué entre le sang circulant et l’espace péricellulaire de I’interstitium tissulaire (4). Les
rôles du RAS endocrinien, dans la vue classique, sont le maintien de la pression artérielle
moyenne et la conservation du volume extracellulaire lors des états aigiie d’hypovolémie et
de réduction saline chronique (5). Le RAS augmente la réabsorption de l’eau et du sodium
par des actions directes sur la fonction du transport tubulaire rénal. Le transport du sodium
dans le tubule proximal est stimulée par l’amélioration de l’activité ion-antiport sodium-
hydrogène sur la membrane luminale. L’augmentation de la pompe sodium!potassium et
du co-transporteur sodiumfbicarbonate sur la membrane basolatérale des cellules du tubule
proximal améliore aussi la réabsorption du sodium (1). Le RAS maintient aussi la perfusion
de tous les organes en leur totalité par la régulation du volume de fluide extracellulaire, de
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la balance en eau et sodium, et de l’activité cardiovasculaire. Ce système est équilibré pour
répondre aux dangers compromettant la stabilité de la pression sanguine et le volume
homéostasique du fluide extracellulaire, tel que la perte d’un volume sanguin circulant
efficace, la déficience autant du contenu intravasculaire en eau et en sodium ainsi que toute
situation clinique associée à un hémodynamie instable (1).
2.2 Composants
Comme le montre la figure 1, ce système comprend une cascade de produits peptidiques
intermédiaires l’aidant à effectuer ses fonctions (1). Plusieurs facteurs tel qu’une baisse de
la pression de la perfusion rénale ou la restriction et la perte du sodium, stimulent le
relâchement d’une enzyme protéolytique, la rénine (5). La biosynthèse de la rénine, dans la
vue classique du RAS, se traduit comme une préproprotéine dans les cellules
juxtaglomérulaires du rein. Comme toutes les protéines sécrétées, la préprorénine contient
un peptide signal qui est clivé pour activer la rénine dans les cellules juxtaglomérulaires
(5). La conversion de la prorénine à la rénine active se produit exclusivement dans les
cellules juxtaglomérulaires du rein (34). Donc, la synthèse commence par le relâchement de
rénine par les cellules juxtaglomérulaires, ainsi que par d’autres tissus.
L’enzyme rénine est considérée comme l’étape limitante dans le RAS et sa synthèse est
influencée par de nombreuses causes incluant les sens de la pression hydrostatique à
l’artériole glomérulaire afférente, les niveaux d’ang II et la quantité de sodium livrée dans
la macula densa. De plus, la concentration plasmatique du potassium et les niveaux du
peptide atrial natriuétique (ANP) et d’endotheline (ET-l) affectent aussi la synthèse de
rénine.
La rénine a une demi-vie dans le sang d’environ 30 minutes à 1 heure (35). Elle clive
l’angiotensinogène (AGT) (1), son substrat, une globuline en un peptide de 10 acides
aminés (35) synthétisée par le foie (1 ;5) et sécrétée dans la circulation sanguine (5),
l’angiotensine 1. Le seul substrat humain de la rénine est l’AGT, et la rénine agit seulement
sur ce dernier comme une enzyme, donc l’AGT n’a pas d’activité biologique directe (34).
Le produit formé de ce clivage est l’angiotensine I (ang I) (1 ;5). Quelques secondes après
la formation de l’ang I, 2 acides aminés sont coupés de ce dernier pour former l’ang II un
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peptide de 8 acides aminés (35). L’enzyme responsable de cette conversion est l’enzyme de
conversion de l’angiotensine (ACE) (1).
ACE est une enzyme protéolytique, une large glycoprotéine métalloprotéinase acide,
retrouvée dans les cellules endothéliales des poumons, de l’endothélium vasculaire et dans
les membranes des cellules rénales, du coeur et du cerveau. Bien qu’il était originalement
présumé que ACE agissait exclusivement dans les cellules endothéliales du lit pulmonaire,
il est maintenant clair que la formation de l’ang II dans les tissus périphériques (incluant le
rein) est également importante. ACE dégrade aussi la bradykinine en fragments inactifs,
réduisant dans le sérum le niveau de vasodilatateurs endogènes (1). Donc ACE aide à la
vasoconstriction par la formation de l’ang II. Le dernier produit de la cascade du RAS est
l’ang II, toutefois sa demi-vie dans le sang n’est que de seulement 1 ou 2 minutes (35) et
elle est ensuite dégradé rapidement (36) par de multiples enzymes tissulaires et sanguines
appelées angiotensinases (35).
Récemment, une nouvelle enzyme du RAS, ACE2, fut identifiée chez le rongeur et
l’humain avec une distribution plus restrictive que ACE. En fait, cette enzyme est trouvée
principalement dans le coeur et les reins et son action principale est la conversion de l’ang II
en ang l-7. L’ang 1-7 agit en peptide cardioprotecteur en faisant la promotion de la
vasodilatation, l’apoptose et l’arrêt de la croissance (37;38). ACE2 et le peptide ang 1-7
pourrait donc avoir une fonction de régulation négative en présence d’un RAS activée (3$).
ACE2 a été impliqué dans la fonction cardiaque ainsi que des maladies incluant
l’hypertension et le diabète. De plus, chez les rats hypertendus, une réduction de
l’expression génique et de la protéine ACE2 est observée, suggérant que ACE2 est un fort
candidat pour un loci trait quantitatif (QTL) hypertenseur sur le chromosome X
(3$;39).Cette découverte permet de mieux connaître et comprendre la physiologie
cardiovasculaire et rénale et ainsi que d’identifier une nouvelle cible thérapeutique (37).
2.3 Système RAS systémique et intrarénal
Le RAS était à l’origine considéré comme étant systémique. Cependant, depuis quelques
années, le concept d’un RAS organe-spécifique ou RAS local, avec tous les composants
nécessaires pour la génération d’ang II, a été évoqué. Le RAS local peut exister et
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fonctionner indépendamment ou interagir avec le RAS systémique. L’une des premières
observations menant à la reconnaissance d’un RAS local fut l’existence de la conversion de
l’ang I en ang II dans la plupart des tissus périphériques, incluant le rein. Un RAS local
avec tous les composants nécessaires pour générer et métaboliser aussi bien l’expression
des récepteurs de l’ang II que les voies de transduction du signal appropriées, a ainsi été
décrit dans le cerveau, le coeur, le système reproducteur et les reins (5).
Le rein a été traditionnellement considéré comme étant l’un des organes crucial impliqué
dans les actions systémiques du RAS et ce, avec la production de rénine dans l’appareil
juxtaglomérulaire et l’ang II comme joueur clé dans la régulation de l’hémodynamie
glomérulaire. Cependant, plusieurs études dans la dernière décennie, épaulées par la
caractérisation complète de tous les éléments du RAS, ont fournit des évidences
convaincantes indiquant que le rein possède un RAS local, lequel peut fonctionner
indépendamment des actions systémiques du RAS endocrinien. De plus, des populations de
cellules distinctes peuvent également posséder tous les composants d’un RAS fonctionnel.
Dans le rein, les cellules du tubule proximal par exemple, expriment l’ARNm et la protéine
de l’AGT, la rénine et ACE. Ces cellules montrent aussi à leur surface une protéase comme
l’angiotensinase, laquelle inactive l’ang II (l;5).
Le RAS sert donc de système paracrine, autocrine et intracrine, aussi bien que de système
endocrinien classique. Bien que tous les tissus du corps ont les éléments du RAS, le rein est
unique car il a toutes les composantes du RAS en profusion et compartimente l’ang II dans
les tubules ainsi que le réseau interstitiel. La capacité à générer ou synthétiser localement le
peptide angiotensine, aide à expliquer pourquoi les niveaux d’ang II dans le rein sont
supérieurs aux autres tissus (6). Mais cette formation de I’ang II intrarénal est
particulièrement complexe, car tous les composants nécessaires pour la formation de l’ang
II sont formés localement (40). La présence du RAS permet de poursuivre la synthèse de
l’ang I et ce, même en absence d’ang I, permettant les effets autocrines et paracrines de
l’ang II. Par exemple, les niveaux intrarénaux d’ang II dans le fluide du tubule proximal, le
fluide interstitiel et dans la médulla rénale sont supérieurs aux niveaux systémiques. Ceci
supportent donc la notion que l’ang II est synthétisée localement et agit comme une
hormone paracrine avec des fonctions spécifiques aux organes (1).
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D’autres voies, nommée voie non-rénine et non-ACE, existent aussi dans le corps
permettant la production d’ang II venant directement de l’AGT ou de l’ang I. La synthèse
d’ang II peut avoir lieu et cela même en présence d’inhibiteur de ACE. Une quantité
approximative de 40 % de l’ang II retrouvée dans les reins est générée par la voie
alternative indépendante de ACE (1). Ces voies impliquent, entre autre, la chymase, la
trypsine et la cathepsine G. Les voies non-ACE apparaissent apporter une contribution plus
élevée de leur production en ang II lors d’une diète forte en sel (41). Cette dernière
information est importante lorsqu’on considère que c’est par ce mécanisme qu’une grande
partie des thérapies agissent, en interrompant cette cascade (1). Les bloqueurs du récepteur
AT1 pourraient alors voir un meilleur effet thérapeutique que les inhibiteurs de ACE (41).
2.3.1 L’ang II et le rein
Le RAS est une cascade coordonnée de protéines et d’hormones peptidiques, dont le
principal effecteur est l’ang II. L’évidence indique maintenant que le rein régule ces
fonctions via le RAS qu’il contient en lui dans le mode paracrine (34). Le RAS a, en plus
d’avoir un rôle majeur dans le contrôle de la pression sanguine et la balance homéostasique,
un rôle fondamental dans le développement du rein. En effet, le fonctionnement de la
cascade générant l’ang peut contrôler le processus du développement et d’homéostasie.
Puis, lorsqu’un défaut survient dans ses processus, elle cause des maladies (42).
Figure 2. Concentrations et niveaux interstitielles et du tubule proximal
d’angiotensinogène (AGT), angiotensine 1 et angiotensine II. (Tiré de Navar et al (6)).
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La présence de tous les composants du RAS observée dans les reins leur donne une grande
flexibilité et indépendance dans la régulation des niveaux intrarénaux d’ang II. La rénine
est sécrétée par les cellules juxtaglomérulaires dans le compartiment interstitiel et agit sur
l’AGT. Cependant, la taille de l’AGT plasmatique (62 kDa) (36;43) l’empêche d’être filtrée
efficacement à travers la membrane glomérulaire et les cellules du tubule proximal
synthétisent donc aussi l’AGT (6;8;9). Celle production apporte une grande contribution à
l’AGT intrarénal ainsi qu’à la formation subséquente locale d’ang II. Donc, la présence de
l’ARNm et de la protéine de l’AGT dans les segments du tubule proximal permet la
génération abondante de substrat intrarénal et la formation locale subséquente du peptide
angiotensine (6).
La grande proportion d’AGT intrarénal produit, dérivée des cellules du tubule proximal, est
sécrétée directement dans le tubule (6;8). Beaucoup d’AGT se trouve localisé près de la
bordure luminale ou apicale des cellules du tubule proximal, suggérant que l’AGT peut
aussi être sécrété dans le lumen du tubule (6;9). Ces cellules sont alors la première source
interstitielle et intratubulaire des concentrations d’ang I et II (6;$).
La production d’AGT intrarénal par le tubule proximal est particulièrement significative
dans la régulation de la hausse du taux d’ang II intrarénal, parce qu’il peut être
positivement contrôlé par l’ang II elle-même. En effet, une amplification positive de la
synthèse d’AGI par l’augmentation d’ang II intrarénal fourni un mécanisme de retour
positif, permettant le maintien de hautes concentrations d’ang II dans le fluide interstitiel
rénal et le fluide du tubule proximal (6;8;43). Les concentrations d’ang II dans le fluide
tubulaire proximal ne sont pas dérivées du filtrat, indiquant ainsi que les tubules proximaux
sécrètent de l’ang ii ou un précurseur dans le fluide du tubule proximal (8). Ce processus
permet de régler les niveaux d’ang II intrarénal de manière sélective, en accord avec
l’homéostasie nécessaire à la réabsorption du sodium, permettant une régulation appropriée
de la balance de sodium et du volume extracellulaire (6). La présence du RAS dans le
tubule proximal suggère donc que l’ang II produit localement peut moduler la fonction du
tubule proximal (44).
Parce que l’AGT est produit par les cellules proximales rénales, l’ang I peut être formé
autant à l’intérieur des cellules proximales que dans le lumen tubulaire par l’action de la
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rénine ou des enzymes comme la rénine, présentes dans le fluide tubulaire ou sur la bordure
en brosse. Les cellules du tubule proximal en culture produisent de la rénine et contiennent
son ARNm, mais seulement en faible quantité (8). Il est aussi démontré qu’il y a une
quantité abondante de ACE et de son ARNm associé aux cellules du tubule proximal de la
bordure en brosse (6;8;9). À l’opposé, les peptides dérivés de Ï’AGT (ang I et II) n’agissent
vraisemblablement que dans le compartiment dans lequel ils ont été produits (4).
L’ang II est produit systémiquement via le RAS classique et localement par les tissus du
RAS (45). Les hauts niveaux intrarénaux d’ang II dépendant de multiples mécanismes
responsables de la régulation de l’ang II intrarénale. En ajoutant la formation d’ang II
intrarénal systémiquement libéré ou le substrat endogène formé, le rein peut accumuler ou
séquestrer une grande quantité d’ang II de la circulation lié aux récepteurs ATlet
l’internaliser dans des endosomes via un mécanisme d’endocytose dirigé par ce récepteur
(6;8;46).
L’endocytose est communément associée avec la sous-régulation et désensibilisation du
récepteur (42). Le contenu net d’ang II intrarénal aussi bien que la séquestration de l’ang II
dans des endosomes intemalisant les complexes ang II-récepteur Ail mène à un surplus,
augmentant ainsi les contenus d’ang II intrarénaux (36;46). Dans ces endosomes rénaux, il
n’y aurait pas seulement le complexe ang II-récepteur Ail mais aussi les peptides
angiotensines, ACE ainsi que les récepteurs à l’ang II (36;47;48). La présence de l’ang II
dans des endosomes rénaux indique que la mai orité de 1’ ang II internalisé demeure intact et
contribue au contenu total d’ang II mesuré dans le tissus homogénéisés (46). Le blocage du
récepteur AT1 prévient l’augmentation de l’ang II intrarénale provenant d’infusions
chroniques d’ang II suggère une accumulation progressive d’ang II dirigé par le récepteur
Ail dans un compartiment intracellulaire. Il suggère aussi que la majeure partie de l’ang II
intemalisé est protégé de la dégradation (46). Les fonctions possibles de l’intemalisation de
Ï’ang II pourraient donc être le recyclage, suivi de la sécrétion afin d’exercer d’avantage
d’actions par la liaison aux récepteurs de I’ang II sur les membranes cellulaires (36;46).
L’ang II intracellulaire peut exercer des actions cytosoliques (36;46). Une hypothèse est
que l’ang II migre au noyau pour exercer des effets génomiques (46) ou transcriptionnels
(9;36). La liaison aux sites nucléaires pour l’ang II dans les cellules rénales a récemment
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été rapportée par Licea et al. Les récepteurs nucléaires sont principalement du type Ail
puisqu’ils sont déplacés par le losartan. L’ang II se lie aux sites sensibles au losartan, avec
une prédominance au noyau des cellules rénales, suggérant que des récepteurs Ail
nucléaires peuvent être impliqués dans les actions génomiques de l’ang 11(46). Les faits
suggèrent que le complexe ang II-récepteur Ail peut migrer au noyau. Ceci est possible
car la stimulation par l’ang II de I’ARNm de I’AGT nécessite l’intemalisation de l’ang II et
des actions génomiques directes sont proposées (48). Donc, les actions directes de l’ang II
intracellulaire peuvent inclure la régulation d’évènements de signalisation nucléaire (36).
Collectivement, ces résultats supportent la possibilité que des récepteurs nucléaires à l’ang
II peuvent exercer des actions transcriptionnelles distinctes de la médiation via les voies
classiques, activés par les récepteurs membranaires des cellules (47).
Il semblerait aussi que le contenu intrarénal d’ang II n’est pas distribué de manière
homogène, mais plutôt compartimenté autant de manière régionale que segmentaire (8;9). Il
s’agit d’une différence marquée dans la distribution du contenu en ang II dans la médulla
versus le cortex. Dans le cortex, l’ang II est distribué dans le fluide interstitiel, le fluide
tubulaire et dans les compartiments intracellulaires (8). L’ang II dans la médulla rénale est
d’intérêt puisque plusieurs études suggèrent que l’ang II influence l’hémodynamie de la
médulla à une plus grande échelle que l’hémodynamie corticale. En plus, les études de
liaison du récepteur ont démontré que la densité du récepteur de 1’ ang II est plus importante
dans la médulla que dans le cortex. Le taux d’ang II médullaire est aussi plus élevé que le
taux dans le cortex chez des rats hypertendus et infusés avec de l’ang II. La combinaison
d’un taux élevé d’ang II dans la médulla couplée à une densité élevée des récepteurs à l’ang
II suggèrent que l’ang II exerce un rôle majeur dans la régulation des fonctions
hémodynamiques et tubulaires dans la médulla (8).
La découverte que les concentrations d’ang II dans le fluide interstitiel rénal sont plus
élevées que les taux plasmatiques soutient la formation substantielle d’un ang II interstitiel.
Puisque tous les composants nécessaires pour la génération d’ang II y sont présents (36).
Des études ont établi que la concentration d’ang II dans le lumen du tubule proximal est
situé à 108 M (44) ou iO M (6;40;49), alors que dans le plasma systémique elle est de
seulement 10b0 M (44;50) à lO’ M (50) soit de 100 à 1000 fois supérieures (5;7-9).
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Les quantités élevées d’ang II dans le rein découleraient, selon de récentes études, de la
formation intracellulaire et il est de plus possible que cette ang II synthétisée
intracellulairement soit sécrété dans l’espace interstitiel (40). Des études ont aussi montré
que des concentrations similaires sont retrouvées dans le fluide tubulaire collecté dans des
segments en aval du tubule proximal de tubule perfusé. Les concentrations d’ang II dans le
fluide tubulaire ne sont ainsi pas dérivées de la filtration, indiquant que le tubule proximal
sécrète effectivement de l’ang II ou ses précurseurs dans le fluide du tubule proximal.
L’ang I est aussi présent en concentration nanomolaire dans le fluide du tubule proximal,
indiquant que tout l’ang II peut être formé par l’action de ACE sur l’ang I dans la bordure
en brosse. Il existe aussi une dissociation entre les concentrations d’ang II circulants et les
concentrations d’ang II intratubulaires, car l’expansion du volume du fluide extracellulaire
réduit les concentrations d’ang II plasmatiques sans abaisser les concentrations d’ang II
intratubulaires (6). L’ang II ou ses précurseurs sont donc sécrétés par les cellules du tubule
proximal.
Alternativement, l’ang I peut être sécrété et converti par ACE dans la bordure en brosse ou
par l’AGT lui-même qui peut être sécrété dans le lumen du tubule (6).
2.3.2 Ang II rénal et hypertension
Le rôle systémique du RAS dans la régulation de la pression artérielle, dans l’homéostasie
du sodium et dans la physiopathologie de l’hypertension a été prouvé depuis plusieurs
décennies (8). Un simple dérèglement d’un composant du RAS peut amener à développer
ou bien à maintenir l’hypertension. L’une des cause les plus répandue semble être la
concentration élevée d’ang II intrarénal amenant à sa suite plusieurs conséquences. Ces
concentrations élevées d’ang II sont causées autant par une fraction supérieure de l’ang II
intemalisée dans les endosomes intracellulaires via un processus dépendant du récepteur
Ail (6;8), que par le mécanisme de rétroaction positive par lequel l’ang II peut stimuler la
formation et le relargage d’AGT intrarénal (6;9) menant à son tour à d’avantage de
production intrarénale d’ang II (formation de novo) (10;51). Plus d’ang II est produite et
plus il y en d’internalisée, menant à un cercle vicieux, s’encourageant l’un l’autre.
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La production intrarénale d’ang II, ajoutée à l’ang II intemalisée provoque un surplus d’ang
II intrarénal lors du développement de l’hypertension dépendante de l’ang II (6; 10). Ces
découvertes supportent l’hypothèse que l’accumulation intrarénale, due aux peptides
angiotensines dans les endosomes tubulaires corticaux rénaux, est améliorée lors de
l’hypertension dépendante de l’ang II. Ce processus dirigé par les récepteurs AT1 peut
améliorer la réabsorption du sodium du tubule proximal en relation avec l’hypertension
dépendant de l’ang 11(48).
L’augmentation de l’expression du récepteur et l’intemalisation du complexe ang II-
récepteur AT1 peut être importante pour l’expression complète des actions
hypertensinogéniques, paracrines et intracrines de l’ang II dans le rein, lors de
l’hypertension dépendante de l’ang 11(48). L’augmentation de l’AGT intrarénal dans
l’hypertension dépendante de l’ang II est aussi dépendante de l’activation des récepteurs
AT1 et leur blocage réduit de façon marquée les taux d’excrétions urinaires d’AGT. Donc,
l’amélioration du taux d’excrétion urinaire de l’AGT n’est pas simplement la conséquence
de l’hypertension ou de la protéinurie. Collectivement, les résultats indiquent que cette
augmentation du taux de l’excrétion urinaire de I’AGT est spécifiquement une conséquence
de l’hypertension induite par l’ang II et des niveaux d’expression d’ARNm et de protéine
intrarénale d’AGT (52).
L’augmentation d’activité d’ang II intrarénal et de production d’AGI est associée avec le
taux d’excrétion d’AGT urinaire. Les taux d’excrétion d’AGT urinaire montrent une
relation claire avec le contenu d’ ang II rénal, suggérant que 1’ AGT urinaire peut servir
d’index de l’hypertension dépendante de l’ang 11(43). Ces données supportent un rôle
puissant de l’ang II intrarénal dans la pathogénèse de l’hypertension (9). Dans
l’hypertension dépendante de l’ang II, une haute pression artérielle est communément
associée à l’augmentation des concentrations intrarénales d’ang 11(10). Des hauts niveaux
d’ang II intrarénal contribuent alors à la rétention excessive de sodium et aux dommage aux
tissus (la prolifération et la fibrose) accélérant la détérioration des fonctions rénales (6).
L’ang II, le produit central du RAS, peut jouer un rôle central non seulement dans
l’étiologie de l’hypertension, mais aussi dans la pathophysiologie de maladies
cardiovasculaires et rénales chez l’humain (16). La conséquence physiologique de
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l’augmentation d’ang II dans le fluide interstitiel rénal lors de l’hypertension dépendante de
l’ang II inclut l’amélioration de la réabsorption tubulaire de sodium et l’augmentation de la
sensibilité du mécanisme de rétroaction tubuloglomérulaire (10). L’ang II formée
localement dans le rein est donc critique dans la régulation paracrine de la fonction rénale
et dans les processus pathophysiologiques de l’hypertension.
2.3.3 Autres composants du RAS et hypertension
D’autres composants du RAS peuvent aussi jouer un rôle dans l’hypertension. Dans ce cas,
il s’agit d’avoir une activation inappropriée du RAS. Des niveaux élevés de rénine
circulante dans diverses conditions hypertensives sont reconnus comme indicateur de
l’activation inappropriée du RAS, mais cette augmentation locale de l’activité du RAS peut
aussi avoir lieu lorsque les indices de la circulation sont normaux. Ceci est particulièrement
apparent dans les conditions où l’élévation de la concentration d’ang II circulante est
soutenue menant à une augmentation des niveaux d’ang II intrarénal, marquant la
suppression du relâchement de la rénine et du contenu en rénine dans le rein (6). Les reins
de rats hypertendus infusés avec de l’ang II contiennent moins de rénine, résultat de la
suppression des niveaux d’ARNm de la rénine, suggérant une augmentation des
concentrations d’ang II intrarénal via la voie indépendante de la rénine (49).
Une augmentation de l’activité du RAS pourrait, également, être due en partie à
l’augmentation de l’expression de ACE sur les cellules endothéliales vasculaires dans
certaines maladies dont le diabète et l’hypertension (36;53). La délétion de ACE cause une
réduction frappante de la pression sanguine, une balance d’électrolytes du sérum anormale
et des pathologies rénales, indiquant le rôle crucial du RAS (34).
Enfin, plusieurs modèles expérimentaux de l’hypertension supportent l’idée d’une
suractivation du RAS dans le développement et le maintien de l’hypertension (4$). Dans les
formes d’hypertension dépendante de l’ang II, l’activation inappropriée du RAS limite la
capacité des reins à maintenir une balance sodique lorsqu’ils sont perfusés à des pressions
artérielles normales. La suractivation du RAS intrarénal mène alors à des altérations dans
les fonctions hémodynamiques et de transport. La persistance de cette suractivation mène à
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des conséquences à long-terme, incluant la prolifération cellulaire et le dommage rénal
(9;36;46).
Dans le traitement de l’hypertension, des variations dans la diète sont intimement associées
aux changements dans le contenu de rénine, ang I et II (6;36) dans le rein. Néanmoins le
contenu d’ang I et II dans le rein entier demeure plus élevé que la concentration
plasmatique correspondante. Ces niveaux intrarénaux dépendent clairement autant de
l’enzyme de conversion à l’angiotensine (ACE) que du récepteur AT1 (6).
Il est possible de traiter cette hypertension avec des inhibiteurs de ACE ou des bloqueurs du
récepteur AT1, comme le losartan (49). Les inhibiteurs de ACE et les bloqueurs du
récepteur Ail réduisent effectivement l’ang II rénal, et la combinaison des deux
médicaments réduit davantage l’ang II rénal chez le rat (6). Le traitement avec des
bloqueurs du récepteur Ail prévient la cascade impliquant l’activation du ligand-récepteur
et l’intemalisation, avec la stimulation subséquente de la synthèse d’AGT (6).
Ces stratégies interrompent le RAS à différents stades, et ces différences physiologiques
sont importantes entre elles (54). Un traitement avec un inhibiteur de ACE hausse l’ang I
circulant, mais réduit les concentrations d’ang II. De plus, I’ang II du tissu rénal n’est pas
significativement réduit par un traitement avec un inhibiteur de ACE, suggérant des voies
alternatives de formation de l’ang 11(46). Les inhibiteurs de ACE sont donc un traitement
efficace pour l’hypertension présentant moins d’effets secondaires que plusieurs agents
antihypertenseurs (54).
2.4 Angiotensine II
L’angiotensine II (ang II) est une hormone (11) octapeptide (12;13) comportant, comme
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Figure 3. Séquences d’acides aminées de l’angiotensine II ses effets non hémodynamiques
sur le rein. (Tiré de Wolf et al (55)).
L’ang II est produit par des clivages protéolytiques de prohormone AGT (51) comme
montré précédemment sur la figure 1. Elle est le produit central du RAS, son effecteur et
contrôle un nombre imposant de réponses physiologiques. L’ang II régule la pression
sanguine, le volume plasmatique, l’activité nerveuse sympathique et la soif (17). Ces
actions sont autant systémiques que locales.
2.4.1 Rôles et effets
Lors de sa courte vie dans le sang, l’ang II cause deux principaux effets pouvant élever la
pression sanguine. Le premier est la vasoconstriction, qui se produit rapidement et
intensivement dans les artérioles et beaucoup moins dans les veines. La constriction des
artérioles augmente la résistance périphérique totale, donc augmente la pression artérielle.
Aussi, une constriction moyenne des veines favorise le retour veineux du sang au coeur,
aidant le coeur à pomper pour contrer l’augmentation de la pression (35). Le second effet de
l’ang II est une action directe aux reins en diminuant l’excrétion de sel et d’eau. Cette
augmentation lente du volume de fluide extracellulaire, augmente du même fait la pression
artérielle pour une longue période (heures et/ou jours). Cet effet à long-terme est également
plus puissant que le mécanisme de vasoconstriction aigu dans un retour éventuel de la
pression artérielle à la normale après une chute de pression sanguine (35). L’ang II est donc
reconnu pour causer une puissante augmentation de la pression sanguine systémique et
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locale via des actions vasoconstrictrices (5; 14-16) et influencer les tubules rénaux à retenir
le sodium et l’eau (12;16).
Les actions locales de l’ang II sont primordiales à l’homéostasie systémique. L’ang II joue
un rôle critique sur l’effet de la hausse de la pression sanguine, l’hémodynamique
intrarénale (1 ;5 1). La constriction de l’artériole efférente par 1’ ang II réduit le débit sanguin
rénal en augmentant la filtration glomérulaire par la hausse de la pression dans les
capillaires glomérulaires. Des changements dans les pressions tubulaires accélèrent le
mouvement du sodium et des fluides du tubule proximal dans l’interstitium et dans la
circulation systémique via les vaisseaux rénaux (1). L’ang II joue aussi un rôle critique
dans l’homéostasie électrolytique (21) en augmentant la réabsorption du sodium à travers
les actions de la pompe NatK (5;6).
Ce peptide agit à plusieurs autres niveaux et joue un rôle majeur dans la régulation
hémodynamique et la fonction tubulaire dans la médulla (9). Il joue aussi un rôle dans
l’hypertrophie cardiovasculaire dans les fibroblastes cardiaques, les myocytes et les cellules
de muscle lisse vasculaire (14;56). Il active aussi les cellules mésangiales et tubulaires, et
les fibroblastes interstitiels induisant de l’hyperplasie/hypertrophie (15). L’ang II, de plus,
stimule la transcription et la synthèse du collagène dans les cellules du tubule proximal en
culture (55), ainsi que la sécrétion de facteurs de croissance et des composants de la matrice
(14). Il est, finalement, suggéré que l’ang II joue un rôle important dans l’organogénèse
rénale (57).
De récentes études montrent que 1’ ang II est aussi un facteur de croissance (5; 17) possédant
des propriétés comme les cytokines (17). Toutefois, la classification indiquant quelle
substance est un facteur de croissance est récemment devenu assez arbitraire car des
substances vasoactives telles l’ang II, l’endothéline ou les chémokines pourraient toutes
exercer des actions stimulant la croissance des cellules rénales (58). Le niveau cellulaire
d’ang II module la contraction, régule la croissance cellulaire, l’apoptose et la
différentiation, influence la migration cellulaire et la déposition de la matrice
extracellulaire, stimule l’inflammation ainsi que la production d’autres facteurs de
croissance et transactive des récepteurs à facteur de croissance, (EGFR, IGFR) (17).
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Un bon nombre de découvertes in vitro et in vivo sur les fonctions de l’ang II ont montré
que l’ang II cause directement la croissance cellulaire, régule l’expression génique de
diverses substances bioactives (hormones vasoactives, facteurs de croissance, composants
de la matrice extracellulaire, cytokines et plus) et active les cascades de signalisations
intracellulaires (cascades MAPK, tyrosine kinase, divers facteurs de transcription et plus)
dans les cellules cardiovasculaires et rénales. En plus, l’ang II peut directement causer des
maladies cardiovasculaires et rénales, indépendemment de son effet sur l’élévation de la
pression sanguine (16). Il est donc maintenant bien reconnu que l’ang II a plusieurs autres
actions en plus, des réponses hémodynamiques observées.
La capacité du rein à générer de hautes concentrations interstitielles et intratubulaires d’ ang
11(49), et à accumuler l’ang II dans les compartiments intracellulaires (36), permet aux
reins de réguler les niveaux intrarénaux en accord avec l’homéostasie nécessaire à la
régulation de l’hémodynamie rénale, la réabsorption et le transport tubulaire et la régulation
de la balance en sodium (59).
Bref, ce peptide induit de multiples réponses physiologiques dans différents types
cellulaires. En ajoutant à cela ces effets vasoconstricteurs,on renforce la notion que l’ang II
joue un rôle central non seulement dans l’hypertension, mais aussi dans les maladies
cardiovasculaires et rénales (12). L’hypertension cause des changements structuraux dans
le rein, dont l’hypertrophie cellulaire et l’accumulation de la matrice extracellulaire, qui ont
été attribué aux changements hémodynamiques associés au stress mécanique et aux facteurs
comme l’ang II et TGf- (44).Effectivement, une multitude de faits semblent indiquer
l’importance de l’ang II dans la pathophysiologie des maladies rénales chez les humains.
2.5 Récepteurs de l’ang II
L’action biologique majeure de l’ang II dans le rein et le système entier est régie par deux
types de récepteurs de la surface cellulaire Il s’agit du récepteur à l’angiotensine II de type
1 (AIl) (AT1R) et du récepteur à l’angiotensine II de type 2 (AT2) (AT2R) (l;1$). Le
récepteur de l’ang II a d’abord été identifié comme une entité fonctionnelle par Lin et
Goodfriend (1970), qui ont décrit la liaison de l’ang II radioionisé à ses sites récepteurs
dans la glande surrénale (59). Les structures primaires des récepteurs ont été établies par
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clonage et séquençage (1 9;60). Autant AT1 que AT2 sont des récepteurs appartenant à la




Figure 4. Structure secondaire et séquence d’acide aminé du récepteur AT1 du mammifère
représentant la structure classique des récepteurs couplés à la protéine G (GPCRs). (Tiré de
De Gasparo et al (59))
Le récepteur Ail a été cloné dans deux laboratoires dès 1991 (12). De plus, les approches
pharmacologiques (12;60) et moléculaires (60) ont confirmé l’existence de deux sous-types
des récepteurs (12). En effet, les deux isoformes ont été divisés autant sur la base de leurs
pharmacologie et fonction que de leur caractère structural (45). Ils sont donc bien
caractérisés. Il semblerait exister deux autres récepteurs potentiels de l’ang, soit AT3 et
AT4, cependant, ils ne sont pas inclus dans la classification définitive (19).
Les deux récepteurs à l’angiotensine partagent plusieurs similitudes. Ce sont tous deux des
polypeptides contenant environ 360 acides aminés (1;12) qui sont couplés aux protéines G.
Pourtant, leurs gènes sont situés sur différents chromosomes, le gène d’Ail humain étant
localisé sur le chromosome 3 (1 ; 16) et celui d’AT2 sur le chromosome X. Leurs gènes
partagent une homologie de séquence d’environ 30 % (1), tout comme l’homologie au
niveau des protéines (55;62). En conséquence, ces deux récepteurs sont distincts du point
de vue fonctionnel, ils utilisent donc des voies de transduction du signal différentes (1).
Les rongeurs (rats et souris) possèdent deux sous-types du récepteur Ail, soit AT1A et
AT1B (16;63). Les gènes des récepteurs AllA et AT1B sont localisés, chez le rat, aux
chromosomes 17 et 2, respectivement. Ils ont une homologie de séquence en acides aminés
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de l’ordre de 94 % et ont des propriétés pharmacologiques (16). Seuls les rongeurs
expriment ces 2 sous-types (57). Aussi rien ne laisse supposer l’existence de sous-types
pour le récepteur AT2 (57).
2.5.1 Distribution tissulaire
L’expression du récepteur AT1 est la même, un mois après la naissance ou à l’âge adulte
(42). Le récepteur AT1 est omniprésent et abondamment distribué. Ce récepteur est
retrouvé d’un bout à l’autre du système cardiovasculaire, rénal, endocrinien et nerveux chez
l’humain (19). Dans le tissu adulte, on le retrouve plus exactement dans le réseau
vasculaire, les glandes surrénales, le coeur, le foie, le cerveau (1 ; 16), les poumons (16) et les
reins (1;16). Les actions complexes et étendues de l’ang II sur la fonction rénale sont dues à
une distribution générale des récepteurs à l’ang II dans divers types cellulaires dans le rein
(9;36). En fait, des études utilisant des anticorps polyclonaux et monoclonaux du récepteur
AT1 ont identifiés une grande quantité de récepteurs localisés dans le rein en entier (9). Ils
sont nombreux dans les petites artères corticales, le glomérule (59) ou les podocytes
glomérulaires, l’interstitium (59) ou les cellules interstitielles (36), et les membranes de la
bordure en brosse et basolatérales des tubules proximaux (9;34;59). Une localisation
luminale des récepteurs AT1 est aussi obsevée tant sur les segments proximaux que distaux
du néphron et autant dans les régions corticales que médullaires (9).
Chez le rat, le récepteur AllA (49), ainsi que son ARNm (64), est prédominant dans la
plupart des tissus, dont tous les segments du népbron (9;63). Mais à l’opposé, les récepteurs
AT1B sont aussi hautement exprimés dans le glomérule (63).
Des études utilisant des anticorps polyclonaux et monoclonaux (9) du récepteur AT2 ont
été réalisées et ont permis de localiser une quantité moindre de récepteur AT2 dans les reins
adultes, on en retrouve quand même dans le tubule proximal (9;36), le tube collecteur et
plusieurs dans le réseau vasculaire (36). Chez l’adulte sain, le récepteur A12 est présent
seulement dans la médulla surrénalienne, l’utérus, les ovaires, l’endothélium vasculaire,
certaines parties distinctes du cerveau (16), le pancréas, les reins (17) et le coeur. On le
retrouve au contraire abondamment distribué dans les tissus foetaux en développement
(1 ; 16), cependant, l’expression du récepteur A12 diminue rapidement après la naissance
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(16;17;19). En effet, une fois la maturation complétée, l’expression des récepteurs AT2 est
réduite et disparaît au cours de la seconde semaine post-natale. D’un autre côté,
l’expression des récepteurs AT1 augmente dans les régions plus matures, devenant
prédominant après la première semaine après la naissance (42;57). Par contre, le récepteur
AT2 est réexprimer chez l’adulte à la suite d’une défaillance cardiaque et vasculaire ou
pendant la guérison d’une blessure ou d’une obstruction rénale, suggérant que ce type de
récepteur joue un rôle dans le remodelage tissulaire, la croissance et/ou le développement
(17;19). Dans le cas des maladies rénales, le rôle des récepteurs AT2 reste donc à être
défini (19).
2.5.2 Rôles du récepteur AT1
La grande majorité des actions physiologiques de l’ang II, tel que la régulation de la
pression sanguine et la balance hydro-électrolytique, sont effectuées par AT1 (19). Il dirige
les actions hémodynamiques et les effets mitogéniques de l’ang II dans le rein et les
fonctions endocrines (1). Le rein étant un organe cible majeur de l’ang II et la plupart de ses
actions semblent être expliqué par les fonctions du récepteur AT1 (59). La très grande
abondance des récepteurs AT1 dans le rein est complémentée par le niveau plus élevé d’ang
II tissulaire que plasmatique (9). L’ang II joue donc un rôle important dans la fonction de
réabsorption du tubule proximal, principalement via l’activation du récepteur AT1 (43).
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Les actions hypertensinogéniques de 1’ ang II sont principalement attribuées au récepteur
Ail (9;36), à cause de ses multiples effets vasculaires et de transports (9). L’ang II agit
directement à travers les récepteurs Ail, indirectement à travers le relargage d’autres
facteurs, et via des interactions avec les voies de signalisation intracellulaire de d’autres
agents vasoactifs, facteurs de croissance et cytokines (17). Les récepteurs AT1 sont couplés
à de multiples cascades de signalisation spécifiques menant à diverses actions biologiques.
AT1 est reconnu aussi comme étant l’un des plus puissant stimulateurs du remodelage
hypertrophique des vaisseaux sanguins et de la paroi ventriculaire cardiaque (20). Il est
aussi impliqué dans l’effet promoteur de la croissance, des processus fibrotiques,
thrombotiques et inflammatoires à travers l’activation des diverses voies de transduction du
signal, dont la mobilisation du calcium, l’activation de protéine kinase, et la production de
ROS (19).
Puisque la signature de la liaison de récepteurs AilA et AT1B sont identiques, il est
impossible de distinguer leurs fonctions avec l’utilisation d’antagonistes pharmacologique
(63). Le rôle critique des récepteurs AilA dans la régulation de la pression sanguine a été
confirmé par le développement d’une souris knockout du récepteur Ai lA. Effectivement,
cette souris montre une pression sanguine faible et des altérations dans l’habilité pour la
prise de sodium par le rein et la capacité à concentrer l’urine comparativement aux souris
contrôles (63). Àl’opposé, une souris knockout du récepteur AT1B ne montre aucun
phénotype anormal. Toutefois, il a été montré qu’en l’absence des récepteurs ATÏA, AT1B
peut remplacer partiellement la fonction des récepteurs Ai1A dans la régulation de la
pression sanguine et dans la médiation des effets dans le réseau vasculaire rénal. Les
récepteurs AT1B compensent donc partiellement pour l’absence des récepteurs AllA (63).
2.5.3. Rôles du récepteur AT2
Le récepteur Ai2, quant à lui, possèdent des effets vasodilatateurs et antiprolifératifs et
règle le développement des organes foetaux (1). En contraste avec les récepteurs Ail qui
stimulent la croissance, l’ang II peut induire de l’apoptose à travers les récepteurs AT2
selon les conditions de croissance (57;65). Les récepteurs Ai2 semblent donc être impliqué
dans le contrôle de la prolifération cellulaire, la différentiation cellulaire et le
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développement, l’angiogénèse, le rétablissement des blessures, la régénération tissulaire et
également l’apoptose (62).
Le récepteur AT2 intéragit avec et module les actions perpétrées par le récepteur ATI,
conmre antagoniste à plusieurs de ces effets (1; 17). Par exemple, la délétion du récepteur
AT2, dans une souris traitée avec un inhibiteur de la synthase d’oxyde nitrique (NOS), est
associée à l’hypertension et à une réduction de l’excrétion de l’eau et du sodium. Par
contre, une souris ayant un récepteur AT2 intact demeure normotensive et maintient une
homéostasie normale de l’eau et du sodium (1). Il a été montré que l’activation des
récepteurs AT2 diminue la pression sanguine à travers le relarguage d’oxyde nitrique (NO)
(55). De plus, il est suggéré que l’activation des récepteurs Ai2 joue un rôle protecteur
dans la régulation de la pression sanguine, qui s’oppose aux actions hypertensinogéniques
de l’ang II agissant à travers les récepteurs Ail (63).
2.5.4. Régulation
La sous-régulation des récepteurs ATY et AT2 est observée après une stimulation à l’ang II,
et cet effet est renversé à la suite d’un traitement avec un antagoniste du récepteur AT1
(66). Dans les modèles hypertendus, la régulation des récepteurs intrarénaux est complexe
puisque les récepteurs vasculaires et tubulaires répondent différemment à des hautes
concentrations d’ang II. En général, les taux élevés d’ang II sont associés avec une diète
faible en sel, diminuant l’expression des récepteurs AT1 mais augmentent les niveaux des
récepteurs AT1 tubulaires (46). Il est suggéré que la surrégulation des récepteurs AT1 dans
les multiples cellules rénales apporte une contribution à la pathogénêse de l’hypertension
(46). L’activation du récepteur Ail dans le rein contribue à l’hypertension à travers la
rétention de sodium (1), compte tenu que la réduction du sel augmente l’ARNm du
récepteur Ail et la densité de ce récepteur dans le tubule proximal (44).
Des données in vitro et in vivo supportent le concept que l’ang II, par le récepteur Ail,
peut participer directement dans la pathogénèse de diverses maladies cardiovasculaires et
rénales (16). En effet, les actions moléculaires et cellulaires de l’ang II dans les maladies
cardiovasculaires et rénales sont presque exclusivement provoquées à travers le récepteur
Ail (16). Au cours des dernières années, de puissants antagonistes non peptidiques du
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récepteur AT1 ont été développés, tels que le losartan et le valsartan et sont utilisés pour le
traitement clinique de l’hypertension (16). Des études ont montré que l’administration
d’agoniste du récepteur AT2 potentialise l’action anti-hypertensive du blocage du récepteur
AT1 dans les rats spontanément hypertendus et diminue la pression sanguine dans les rats
normotendus. Les récepteurs AT1 sont donc sélectivement bloqués par les
biphenylimidazoles (losartan) alors que les tetrahydroimidazopyridine (PD 122219) inhibent
spécifiquement les récepteurs AT2 (16;17).
3. Le rein
«Les os peuvent se fracturer, les muscles s’atrophier, les glandes se dérégler. Le cerveau,
quant à lui, peut s’endormir sans menacer immédiatement la survie. Par contre, si les reins
viennent à manquer. . .ni les os, ni les muscles, ni les glandes, ni le cerveau ne peuvent
continuer à fonctionner. »Voilà ce que déclarait le regretté Dr. Homer Smith, spécialiste
réputé des fonctions rénales, dans son livre intitulé «Fish to Philosopher. » (26)
Cette réflexion en dit énormément sur l’importance centrale et primordiale de la fonction
des reins dans l’ensemble du corps humain et animal, le désignant comme un organe vital.
3.1 Anatomie et physiologie
Tout d’abord, les reins sont des organes pairs, c’est-à-dire étant au nombre de deux et ont la
forme d’un haricot. Ils sont d’une longueur d’environ 10 cm chacun chez l’humain (67).
Bien que les reins représentent moins de 1 % de la masse corporelle du corps humain, ils
reçoivent environ 20% du sang propulsé par chaque battement de coeur. L’urine, est le






Figure 6. (A) Position et organisation des reins et du système urinaire. (B) Section de rein
montrant les vaisseaux majeurs désservant les reins en sang et shéma de la circulation dans
chaque néphron. (C) Représentation de la structure cellulaire du tubule proximal. (Tiré de
Guyton et Hall (35)).
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Les reins sont composés de plus d’un million néphrons (27;67), représentant environ $0
Km de tubules (67) disposés de façon radiale. Les néphrons constituent les unités
fonctionnelles du rein (67). Ils sont de minuscules unités de filtration du sang où se
déroulent les processus menant à la formation de l’urine (27). Les reins sont composés de
deux régions fonctionnelles, le cortex externe et la médulla interne (67). Il existe donc des
néphrons juxtamédullaires possèdant de longues anses qui s’étendent dans la médulla
rénale, alors que les néphrons corticaux se trouvent seulement dans le cortex rénal. La
plupart des néphrons (85%) sont des néphrons corticaux, car seulement une petite portion
de leur anse s’enfoncent dans la médulla rénale externe. Les autres néphrons, les néphrons
juxtaglomérniaires, ont une structure quelque peu différente, et ils jouent un rôle important
dans la capacité des reins à produire de l’urine concentrée (27). La structure d’un néphron
consiste en un corpuscule rénal et un tubule rénal bordé de vaisseaux sanguins. Le tubule
rénal mesure approximativement 3 cm de long. Les principales régions du tubule rénal sont
le tubule contourné proximal, les parties descendantes et ascendantes de l’anse du néphron,
et le tubule contourné distal qui se jette dans un tubule rénal collecteur desservant de
nombreux autres néphrons (27).
L’artère rénale apporte au rein de 1100 jusqu’à 2000 L de sang par jour. Le sang est ensuite
retourné à la circulation systémique par la veine rénale. Les néphrons transforment
approximativement 180 L de ce volume en filtrat et excrètent seulement 1,5 L d’urine. La
différence (99 % d’eau) est réabsorbée par le sang. Les reins équilibrent la composition du
sang et produisent l’urine comportant les déchets métaboliques (67).
3.2 Fonctions
Les reins accomplissent des fonctions cruciales qui touchent l’ensemble des parties de
l’organisme. Les reins sont ainsi qualifiés comme étant les maîtres-chimistes de
l’organisme (26).
Ils ont une multitude de fonctions comme l’excrétion de déchets métaboliques, de produits
chimiques étrangers, drogues, la régulation des balances hydrique et d’électrolyte, la
régulation de l’osmolalité de fluide métabolique et des concentrations d’électrolytes, la
concentration de l’urine, la régulation de la balance acide-base, la régulation de la pression
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artérielle, la sécrétion, le métabolisme et l’excrétion d’hormones et enfin la gluconéogénêse
(35).
L’ajustement simultané de la composition du sang se divise principalement en trois
processus. La filtration glomérulaire s’effectue dans les glomérules, qui jouent le rôle de
filtres non sélectifs. La réabsorption tubulaire et la sécrétion tubulaire, sont soumises à des
mécanismes de régulation rénaux et hormonaux précis, relevant des tubules rénaux (27).
Suite à la filtration glomérulaire, une grande proportion du filtrat est réabsorbée. Ce second
processus atteste que des reins en santé réabsorbent presque tous les nutriments organiques
(glucose et acides aminés) pour maintenir ou encore rétablir les concentrations normales
dans le plasma. D’ailleurs, les reins ajustent la quantité d’eau et d’ions réabsorbés en
réaction a des signaux hormonaux. Ce processus de réabsorption peut requérir, selon les
substances transportées dans le filtrat, de l’énergie sous forme d’ATP (réabsorption active)
ou non (réabsorption passive) (27).
Les cellules tubulaires sont incapables de réabsorber certains solutés filtrés, ce qui constitue
l’un des deux principaux facteurs de l’élimination des substances indésirables du plasma.
La sécrétion tubulaire en est un autre (6$). Ce troisième processus, la sécrétion tubulaire,
s’effectue non seulement dans le tubule contourné proximal, mais aussi dans la partie
corticale du tubule rénal collecteur et dans le segment qui relie cette partie au tubule
contourné distal. En conséquent, l’urine est composée autant de substances filtrées que
sécrétés (27).
Le tubule contourné proximal participent en grande partie à la réabsorption et la sécrétion.
Il participe aussi au maintien d’un pH constant dans les liquides biologiques et ce, par la
régulation de la sécrétion de protons (H). De plus, les médicaments et les substances
toxiques transformés par le foie sont sécrétés dans le filtrat par les cellules de l’épithélium
du tubule contourné proximal. Néanmoins, les nutriments comprenant le glucose et les
acides aminés, sont transportés par un processus actif du filtrat au liquide interstitiel. Or,
sans le processus de réabsorption, ces nutriments seraient éliminés avec l’urine (67).
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La réabsorption de l’eau et du NaCÏ représente l’une des fonctions les plus importante du
tubule contourné proximal. En effet, environ 70 % de l’eau et 75% du NaC1 traverse du
sang au tubule rénal lors de la filtration qui sont ensuite réabsorbées à travers l’épithélium
du tubule contourné proximal (35;44). Les membranes transportent le Na de l’intérieur des
cellules vers le liquide interstitiel. Les électrolytes, quant à eux, circulent du filtrat au
liquide interstitiel, tandis que l’eau suit de manière passive par osmose (67). Ainsi dans des
conditions normales, 65 % de la charge filtrée de sodium et d’eau et le faible pourcentage
de chlore filtrer, sont réabsorbées par le tubule proximal et ce, avant d’atteindre l’anse de
Henlé. Ces pourcentages peuvent tout de même être augmentés ou réduits dans différentes
conditions pathologiques (35).
En plus de maintenir l’homéostasie, de filtrer le plasma et de garder l’équilibre chimique du
sang, les reins produisent aussi une enzyme appelée rénine. Cette enzyme régule la pression
artérielle ainsi que la fonction rénale (27). En fait, deux mécanismes rénaux, l’un direct et
l’autre indirect, influencent la régulation à long-terme de la pression artérielle. Le
mécanisme direct est relié aux changements du volume du sang. Quand le volume sanguin
ou encore la pression artérielle augmente, les reins rejètent beaucoup d’eau. À ce moment,
une réduction du volume sanguin est observée ainsi qu’une diminution de la pression et
vice versa, lorsque la pression ou le volume du sang est faible, les reins conservent l’eau et
la retourne dans la circulation systémique (27). Le mécanisme rénal indirect fait plutôt
intercéder le RAS. Quand la pression artérielle s’affaiblit, les cellules spécialisées de
l’appareil juxta-glomérniaire retrouvées dans les reins la rénine dans le sang. Elle active la
cascade du RAS (figure 1) qui se termine par la formation d’ang II. L’ang II stimule alors la
libération de l’aldostérone, qui elle, est produite par les corticosurrénales. Cette hormone
encourage la réabsorption rénale du sodium. La réabsorption de l’eau étant proportionnelle
à celle du sodium,, le volume sanguin augmente et la pression artérielle s’élève (27).
Malgré que le RAS collabore à l’autorégulation rénale, sa première fonction est surtout de
stabiliser la pression artérielle du système et le volume du liquide extracellulaire (27).
3.3 Maladies rénales
Dans des conditions normales, le rein peut hausser amplement sa quantité de travail. Mais
dans une situation où il n’y a qu’un seul rein restant, ce dernier peut augmenter son volume
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et faire le travail pour les deux. Cependant, un arrêt complet des deux reins entraîne une
accumulation des déchets et liquides dans le corps et il est alors nécessaire , pour ne pas
dire obligatoire, de recourir à la dialyse ou bien à la transplantation rénale (26).
Les maladies des reins sont parmi les plus importantes causes de mort et de d’incapacité
dans plusieurs pays à travers le monde. En 1999, on estime que plus de 20 millions de
personnes aux États-Unis souffraient d’une maladie rénale (35), alors qu’au Canada 1,9
millions de personnes seraient atteintes de maladies rénales chroniques. La plupart des gens
l’ignorant car la maladie est asymptomatique (69).
Il existe deux catégories de maladie rénale sévère soit les dommages rénaux aigUs et les
dommages rénaux chroniques. Dans le premier cas, les reins arrêtent abruptement de
travailler, mais peuvent éventuellement recouvrir une fonction presque normale. Alors que
dans le second cas, il s’agit d’une perte progressive de la fonction d’un nombre de plus en
plus grand de néphrons, diminuant graduellement la fonction rénale en entier. Dans ces
deux catégories, un vaste étalage de maladies rénales spécifiques peut affecter les vaisseaux
sanguins des reins, le glomérule, les tubules, l’interstitium rénal et les parties des régions
urinaires (35).
Il existe trois causes principales de dommages rénaux aigûes: dommage pré-rénal,
intrarénal et post-rénal (35). Tandis que les dommages rénaux chroniques résultent d’une
perte irréversible d’un grand nombre de néphrons fonctionnels, le rein ne pouvant en
générer de nouveaux. Les symptômes cliniques sérieux n’apparaissent habituellement que
lorsque le nombre de népbrons tombe à moins de 70% de la normale (35).
Malheureusement, les maladies du rein progressent insidieusement et détruisent souvent
une bonne partie de la fonction rénale avant que les symptômes apparaissent (26).
L’adaptation des néphrons restants dans lesquels le processus de croissance joue un rôle
crucial, cause uhimement une détérioration irréversible de la fonction rénale, qui se
caractérise morphologiquement par des changements fixes de glomérulosclérose et de
fibrose tubulointerstitielle. Les mécanismes exacts responsables de ces changements ne
sont pas connus, mais impliquent aussi bien l’hypertrophie (la croissance de diverses
structures des népbrons survivants), que des changements fonctionnels, qui diminuent la
résistance vasculaire et la réabsorption tubulaire dans les néphrons survivants. En fait, il est
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suggéré que les protéines filtrer à travers la barrière du capillaire glomérulaire pourraient
avoir une toxicité rénale et contribuer à la progression des dommages rénaux. La
réabsorption des protéines filtrées active l’épithélium des cellules du tubule proximal et
cette activation tubulaire, en réponse au stress protéique, code pour des gènes de substances
vasoactifs et inflammatoires et synthétise les protéines produites correspondantes (70).
Donc, après plusieurs années, ces changements augmentent la pression glomérulaire et
endommagent le reste des néphrons fonctionnels, contribuant d’autant plus à la
détérioration de la fonction rénale. (1 ;70;71).
Les dommages chroniques du néphron résultent alors souvent dans une hypertrophie
compensatrice du reste de la structure du rein. Tous les constituants structuraux du néphron
sont impliqués dans l’hypertrophie, celle des cellules du tubule proximal compte
principalement, en terme quantitatif, pour le composant principal. Les mécanismes
induisant l’hypertrophie cellulaire du tubule proximal ne sont pas complètement compris, et
fondamentalement différents de l’hyperplasie cellulaire, qui advient après une nécrose
tubulaire intense (21;23;72-75). Toutefois, l’hypertrophie initiale est adaptative, mais par la
suite devient maladaptative (21-23) à travers des mécanismes variés, incluant la génération
de ROS, la sécrétion de cytokines proinflammatoires, l’expression d’autoantigènes
potentiels et probablement la transdifférenciation dans les fibroblastes sécrétant du
collagène. La conséquence est l’atrophie tubulaire et la fibrose interstitielle (23;23;76). Il
est bien connu que sans égard de la première cause de défaillance rénale, la maladie rénale
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Figure 7. Évolution de la maladie rénale. (Tiré de Remuzzi et al (70)).
On estime à environ 975 patients par million souffrant de maladie rénale en dernier stade
aux Etats-Unis seulement (7$).
Et bien que la qualité du traitement de dialyse se soit amélioré d’une façon marquée dans la
dernière décennie, les patients avec le stade terminal de la maladie rénale subissent une
dialyse maintenue et présentent encore une haute mortalité et morbidité. Donc, le
développement de stratégies thérapeutiques pour prévenir, ou au moins ralentir la
progression de maladie rénale chronique est essentiel (7$).
D’abord, la glomémlonephrite sous toutes ces formes, puis, le diabète et l’hypertension
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sujets présentant une insuffisance rénale ont des antécédents d’hypertension artérielle. Il est
bien prouvé que plus le niveau de pression artérielle est important et plus le risque de
présenter une insuffisance rénale est grand. Ainsi, un patient hypertendu a entre 2 et 10 fois
plus de risques de développer une insuffisance rénale comparativement à un sujet qui n’a
pas d’hypertension artérielle (24). De plus, la mortalité causée par les maladies
cardiovasculaires est plus de 3 fois plus élevée chez les sujets en dernier stade de maladie
rénale que chez les sujets avec une fonction rénale normale (77).
3.4 Maladies rénales et hypertension
L’hypertension peut exacerber les dommages aux vaisseaux sanguins et aux glomérules
des reins et vice versa, les anormalités de la fonction rénale peuvent causer l’hypertension.
La relation entre l’hypertension et les maladies rénales représente donc un cercle
vicieux. Les dommages aux reins mènent à l’augmentation de la pression sanguine, laquelle
cause à son tour davantage de dommages aux reins, menant à davantage d’augmentation de
la pression sanguine. Pendant ce temps, le stade terminal de la maladie rénale se développe
(35).
Deux mécanismes d’atteintes rénales peuvent expliquer une hypertension artérielle:
l’atteinte de l’artère qui irrigue le rein de sang et l’atteinte du rein lui-même. La première
survient lorsque l’artère qui apporte le sang au rein est bloquée ou présente un
rétrécissement. Comme le sang arrive moins bien au niveau du rein, celui-ci va fabriquer
des substances, la rénine et l’ang II entre autres, qui vont favoriser l’apport de sang dans le
rein et entraîner une élévation de la pression artérielle. La seconde se manifeste par toutes
les atteintes graves et chroniques du rein qui peuvent induire une hypertension artérielle.
Les mécanismes de l’hypertension artérielle sont mixtes : d’une part, le rein réabsorbe plus
de sel et d’eau et augmente la pression dans les artères, alors que d’autre part, le rein
sécrète des substances qui contractent les artères responsables d’une augmentation de la
pression artérielle (24).
Puis comme mentionné précédemment, l’hypertension artérielle endommage les vaisseaux
sanguins dans les reins. Il en résulte une diminution de l’apport sanguin dans les reins qui
37
n’arrivent plus à débarrasser le sang des liquides et des déchets, d’où le risque
d’insuffisance rénale (26).
Plusieurs études récentes ont montré que les inhibiteurs de ACE ralentissent la progression
des maladies rénales, en réduisant la pression artérielle systémique. La production
excessive d’ang II peut être associée à des dommages progressifs aux reins. (1;79). Un
double blocage du RAS avec les inhibiteurs d’ACE et les bloqueurs de récepteurs de
l’angiotensine peut donc fournir un bénéfice rénal supérieur à la thérapie avec un seul
médicament (1). Ils peuvent donc fournir une approche thérapeutique rationnelle pour
atténuer la progression d’une variété de maladies rénales ($0).
4. Cellules immortalisées de tubule proximal de rein de rat (IRPTC).
Dans le rein, les cellules du tubule proximal sont le site principal de la synthèse locale
(intrarénale) d’AGi et d’ang II. Cette synthèse locale permet une concentration intrarénale
supérieure à la concentration plasmatique, comme mentionné à la section 2.3.1. La présence
d’un RAS complet intrarénal, soit la rénine, l’angiotensiogène, l’angiotensine I et II, ACE,
et les récepteurs Ail et A12, est bien établie. La production endogène d’ang II dans les
tubules rénaux apparaît être intimement impliquée dans la modulation de la réabsorption du
sel et de l’eau, du glucose et des acides aminés et peut jouer un rôle dans la croissance et la
réparation des cellules. Ces cellules sont donc d’une grande importance dans l’obtention
d’une homéostasie rénale et systémique. Néanmoins, le mode de fonctionnement du RAS
des tubules proximaux n’est pas complètement compris (8).
Deux lignées cellulaires ont donc été développées. La première est une ligné de cellules
immortalisées de tubule proximal de rat, obtenue par transfection avec un virus SV4O
mutant sensible à la température. Ces cellules sont transformées à une température
permissive (34°C), mais retournent à un état non transformé à la température non
permissive (41°C). Toutefois, ni l’une ni l’autre de ces températures n’est convenable pour
la culture cellulaire de routine (37°C). Cette température étant choisis car c’est celle du
corps humain et il est important de la conserver afin que des mécanismes anormales due à
la température ne soit observés. Une seconde lignée stable de cellules du tubule proximal à
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croissance rapide a donc été mise au point en utilisant un plasmide avec une origine
défectueuse SV4O. Cette lignée cellulaire, transformée éternellement, c’est-à-dire stable, a
une fonction distincte de la lignée de tubule proximal sensible à la température. Elle a été
développée pour une utilisation à des fins expérimentales et où une grande quantité de
matériel est nécessaire (8).
Les cellules ont été isolées de reins provenant de 4 à 5 rats Wistar mâles, agés de 4 à 6
semaines. La transfection avec le plasmide SV4O a été faite par la méthode au calcium-
phosphate. La lignée cellulaire, désignée 93-p-2-i, apparaît stable pour plus de 50 passages
puisque les cellules conservent les caractéristiques morphologiques conséquentes et les
marqueurs du tubule proximal. Les marqueurs du tubule proximal sont une légère immuno
coloration pour la rénine dans le cytoplasme et à la surface cellulaire et une forte coloration
pour 1’AGT et ACE dans 90-95 % des cellules. De plus, des études indiquent que les
cellules immortalisées du tubule proximal de rein de rat (IRPTCs) sécrètent de l’ang II. La
lignée IRPTC (93-p-2-l) décrite ici exprime les enzymes et les protéines qui sont
normalement présentes dans les cellules du tubule proximal normal (8) et exprime donc
tous les composants du RAS AGI, rénine, ACE et autant les récepteurs Ail qu’AT2
(8;8l).
Plusieurs études ont rapporté que le type AT2 est détecté dans les reins foetaux de rat, mais
qu’il disparaît lorsque le rein se développe. Pourtant, le récepteur AT2 peut être détecté
dans les reins adultes des opossums. Donc, Ingelfinger et al ont pu démontrer par une
liaison au récepteur et l’analyse de l’ARNm que cette ligné d’IRPTCs 93-p-2-i exprime
bel et bien le récepteur sous-type AT2. En conséquence, Ail et AT2 sont tous deux
exprimés dans cette lignée cellulaire tant à la membrane plasmique qu’au noyau des
cellules du tubule proximal (8).
Finalement, cette lignée cellulaire du tubule proximal étant une représentation des cellules
du tubule proximal retrouvée dans les reins, elles peuvent donc être utilisées comme
modèle dans des études in vitro (8). Toutefois, il ne faut pas omettre de mentionner que les
cellules immortalisées peuvent ou ne pas exprimées des facteurs ou enzymes retrouvés dans
les cellules normales. Il est possible que le plasmide SV4O transfecté dans ces cellules
modifient ces facteurs ou enzymes. Certaines caractéristiques comme l’inhibition de
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contact, que ne possèdent plus les cellules immortalisées, le montre bien. Les IRPTCs
peuvent bien être utilisé pour étudier comme les voies de signalisation, mais par la suite il
est important d’effectuer ces même expériences sur des cellules primaires soit non
transfectée et sur des animaux afin d’en vérifier les résultats.
5. Voies de signalisation
Les multiples actions de l’ang II sont provoquées via des voies de signalisation
intracellulaire hautement complexes. Elles sont stimulés suite à la liaison initiale du peptide
à son récepteur spécifique (Ail ou AT2). Le terme voie de signalisation intracellulaire
inclut des cascades moléculaires inter-reliées qui transmettent l’information du récepteur
membranaire aux protéines intracellulaires qui réglent l’activité cellulaire (17). La liaison
de l’ang II au récepteur est responsable de toutes les actions physiologiques de l’ang II
(12). Elle conduit ainsi une multitude d’évènements de signalisation et d’actions dans une
multitude de tissus (17).
Figure 8. Voies de signalisation impliquées à travers les tyrosine kinases lors de la
médiation par l’angiotensine II. (Tiré de Touyz et al ($2))
5.1 Mécanisme de la liaison de l’ang ii à ses récepteurs
Le processus est initié par la liaison de l’ang ii à des récepteurs spécifiques, AT1 et AT2,
sur les cellules cibles. Les récepteurs sont localisés sur la membrane plasmique des cellules
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cibles. Quand l’ang II se lie à son récepteur, cela initie habituellement une cascade de
réactions dans la cellule, avec une amplification à chaque étape, faisant que de petites
concentrations d’ang II peuvent avoir un large effet (35;59).
L’ang II agit sur ces tissus cibles en formant un complexe hormone-récepteur altérant la
structure du récepteur lui-même. Le complexe active le récepteur et initie les effets
hormonaux ($3). Il peut changer la perméabilité de la membrane, activer les enzymes
intracellulaires et activer les gènes par liaison avec les récepteurs intracellulaires (35).
La liaison de l’ang II avec son récepteur permet le couplage du récepteur à la protéine G. Si
la protéine G stimule le système adénylate cyclase- AMPc, elle est appelée une protéine G
stimulatrice (Gs). Dans le cas contraire, elle est appelée G inhibitrice (Gi). La stimulation
de l’adénylate cyclase, une enzyme liée à la membrane, par la protéine Gs catalyse la
conversion de petites quantités d’adénosine triphosphate (ATP) en AMPc dans la cellule.
Ceci active la protéine kinase AMPc-dépendante, laquelle phosphoryle des protéines
spécifiques dans la cellule, déclenchant des réactions biochimiques qui mènent ultimement
à la réponse cellulaire à l’ang 11(35). L’AMPc formé dans la cellule active habituellement
une cascade d’enzymes. Donc l’ang II exerce son action intracellulaire en stimulant la
formation d’un second messager, l’AMPc, à la membrane cellulaire. L’AMPc, à son tour,
cause les effets intracellulaires subséquents de l’ang II. Le seul effet direct de l’ang II sur la
cellule est donc d’activer un type spécifique de récepteur membranaire. Le(s) second(s)
messager(s) fait le reste (35). En fait, seulement quelques molécules d’adénylate cyclase
activées à la membrane cellulaire peuvent causer de plus en plus de molécules de la
prochaine enzyme à être activées. Dans cette voie encore, une légère quantité d’ang II
agissant sur la surface cellulaire peut initier une cascade puissante d’amplification activant
la force de la cellule entière (35;74).
Si la liaison de l’ang II aux récepteurs est couplée à la protéine Gi, l’adénylate cyclase est
bloquée, cela réduit la formation de l’AMPc et mène ultimement à une action inhibitrice
dans la cellule. Donc, dépendant du couplage du récepteur hormonal à une protéine G
stimulatrice ou inhibitrice, l’ang II peut augmenter ou diminuer la concentration d’AMPc et
la phosphorylation de protéines clé dans la cellule (35;59).
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L’action spécifique qui survient en réponse à une augmentation ou diminution d’AMPc
dans chaque type cellulaire cible dépend de la nature de la machinerie intracellulaire car
chaque cellule ne possède pas les mêmes enzymes. Il existe donc des fonctions différentes
dans différentes cellules cibles comme, par exemple, l’initiation de la synthèse de produits
chimiques intracellulaires spécifiques causant la contraction ou relaxation musculaire,
l’initiation de la sécrétion par les cellules ou l’altération de la perméabilité cellulaire (35).
Dans le cas des cellules épithéliales des tubules rénaux, une augmentation de leur
perméabilité à l’eau est un effet de l’AMPc (35).
5.2 Protéine G
La superfamille des récepteurs couplés à la protéine G (GPCRs), provoque les réponses
biologiques des cellules à divers stimuli extracellulaires tels que la lumière, les odeurs, les
neurotransmetteurs, les amines biogéniques et les hormones ($4). Les protéines G sont des
modulateurs intracellulaires qui entraînent le signal d’information des récepteurs de la
membrane activée aux enzymes effecteurs ou aux canaux ioniques (74).
Les récepteurs à l’angiotensine Ail et AT2 appartiennent à celle famille (84;85). Lorsque
l’ang II se lie au récepteur AT1, il y a induction d’un changement conformationnel dans la
molécule du récepteur encourageant l’interaction avec la(les) protéine(s) G laquelle stimule
à son tour la transduction du signal via plusieurs systèmes effecteurs de la membrane
plasmique ($4).
Ils sont composés de sept hélices à domaines transmembranaires ($4;85). Les interactions
de ces hélices avec les portions intracellulaire et extracellulaire de la molécule sont
responsables de la liaison du ligand pour l’activation du récepteur (12).La formation du
complexe ang II-Ail entraîne un changement conformationnel menant à une association
de ce dernier à la protéine G hétérotrimérique qui active l’échange GDP-GTP. Le
déplacement de GDP par GTP cause la dissociation de la sous-unité a du complexes y,
exposant ainsi le site de liaison pour l’adénylate cyclase de la sous-unité Œ (17;$4). La
sous-unité a se lie et active l’adénylate cyclase à produire plusieurs molécules d’AMPc.
L’hydrolyse de la liaison GTP en GDP permet à la sous-unité Œ de se réassocier avec le
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dimère 3y, et de se préparer pour une autre ronde d’activation régulée par le récepteur ($6).
Les protéines G modulent les activités de plusieurs molécule effectrices ($4) et transmettent
leurs signaux à travers l’adénylate cyclase (via Gi et Gs), la phospholipase C (PLC) (via
Gq/l 1) et l’élévation du calcium cytoplasmique (20;$4).
Afin d’activer plusieurs voies de signalisation intracellulaires conduisant aux réponses
induites par l’agoniste dans une large variété de cellules cibles de l’ang II, le récepteur Ail
occupé par l’agoniste subi la désensibilisation et l’internalisation de la même manière que
plusieurs autres GPCRs (59). Dans plusieurs cas, les réponses des cellules aux agonistes
sont limitées par un quenching rapide ou une désensibilisation des signaux générée par les
récepteurs couplés à la protéine G (GPCRs) activée. Les GPCRs activés sont aussi
internalisés ou séquestrés dans les cellules et ils peuvent être ciblés aux lysosomes pour la
dégradation protéolytique, ou re-sensibilisés et recyclés à la membrane plasmique, où ils
redeviennent disponible pour d’avantage de liaison au ligand ($4). Lors de l’activation d’un
grand nombre de récepteurs à la surface cellulaire, le récepteur induit par l’agoniste est
intemalisé. La liaison du ligand au récepteur couplé à la protéine G induit alors un
mouvement latéral des complexes ligand-récepteur suivi par leur association avec des
vésicules enrobées et leur internalisation subséquente. Une étude montre qu’ autant AT lA
que AT1B sont capable de subir l’internalisation après l’interaction avec l’agoniste
peptidique ang ii ou l’antagoniste, mais que l’antagoniste non peptidique est pauvrement
intemalisé (61). Ce processus a déjà été clairement démontré pour d’autres récepteurs liés à
la membrane, tels que ceux pour la transférine ou l’EGF (61).
Ces dernières années, le rôle des GPCRs comme médiateurs important de la croissance
cellulaire et de la prolifération a été clairement reconnu via les GPCRs, plusieurs agonistes
via peuvent stimuler les voies de signalisation mitogéniques, l’expression de gènes associés
à la croissance, la synthèse protéique et la prolifération cellulaire (87). Les protéines G
couplées aux récepteurs AT1 enclenchent diverses voies de transduction du signal, incluant
l’activation de phospholipases, l’inhibition d’adénylate cyclase, la stimulation de
phosphorylation de tyrosine, et d’autres seconds messagers (55). De plus, la région
carboxyl-terminale du récepteur Ail semble pouvoir s’associer directement avec plusieurs
des effecteurs en aval (45).
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Dans le cas du récepteur AT2, une association à une protéine G est controversée (16;55).
Toutefois, un nombre d’études ont indiqué que l’activation des récepteurs AT2 mène à une
augmentation dans l’activité des protéines phosphatases (tyrosine phosphatase et
sérine/thréonine phosphatase) (55;62;65) intracellulaires et implique certaines voies de
signalisation des lipides (65), la phospholipase A2, l’oxyde nitrique et la guanosine
monophosphate cyclique (GMPc) (62). Considérant cela, les fonctions biologiques et les
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Figure 9. Voies de signalisation du récepteur AT2 induit par l’ang II. (A) Stimulation des
phosphatases. (B) Stimulation de la phospholipase A2. (C) Activation des voies de
signalisation de l’apoptose. (Selon Gallinat et al ($8)).
Dans le rein, le couplage du récepteur AT1, autant à Gq que Gi, indique pourquoi une
diminution des niveaux d’AMPc et l’hydrolyse des phosphoinositides par la PLC sont des










,, + +L ang II stimule aussi, au moins en partie, 1 echange Na 7H dans le tubule proximal par
l’activation de Gi, menant à une inhibition de l’adénylate cyclase ainsi qu’à la diminution
des taux d’AMPc (44). Il est montré que le récepteur Ail est couplé à l’adénylate cyclase
par la protéine Gi sensible à la toxine de Pertussis, car cette toxine et d’autres agents
augmentant l’AMPc intracellulaire abolissent la synthèse protéique qui est induite par l’ang
II (72;83). Ail est aussi couplé à G12 et Gq, et est responsable des effets traditionnels de
l’ang II tel que la contraction, la rétention des fluides, les réponses d’hypertrophie et
d’hyperplasie du système cardiovasculaire (56). Le récepteur Ail (AllA et ATIB) couplé
à Gq mène à l’activation de la PLC qui, à son tour, clive les phosphoinositides
membranaires pour générer du diacylglycérol (61;89;90) et de l’inositol-triphosphate (1P3)
($9). Dans la voie classique, l’activation du récepteur AT1 résulte en une production rapide
d’1P3 et un relarguage plus soutenu de diacylglycérol. Le diacylglycérol, un activateur
physiologique (17), active la protéine kinase C (PKC), alors que l’1P3 induit plutôt le
relarguage de calcium du réticulum sarcoplasmique (89). Ces seconds messagers, générés à
travers le récepteur Ail, contribuent vraisemblablement à la fonction de vasoconstriction
de l’ang 11(91). De plus, la PKC, agit sur la régulation de l’expression génique, vis le
complexe AP-1, de c-jun, de c-fos (4;$5) et des MAPK. Cette activation aboutit à une
augmentation globale de la synthèse protéique (4).
Cependant, le récepteur AT1 n’est pas seulement couplé aux voies bien reconnues de
signalisation de la PKC et du calcium stimulé par Gq, mais aussi aux cascades de
signalisation intracellulaires qui se prolongent dans le noyau. Ces voies régulent la
transcription génique et l’expression des protéines qui contrôlent les réponses à la
croissance et la prolifération cellulaire dans plusieurs tissus cibles de l’ang 11(59).
5.3 MAPKS («Mitogen-activated protein kinase»)
L’activation de PKC résulte en l’activation de MAPK dans plusieurs systèmes (86). Les
évènements de signalisations dans les cellules rénales par l’ang II sont considérés émerger
en différentes voies linéaires, où les cibles intracellulaires sont la phospholipase A (PLA)
(distincte de la voie PLC/ (PKC)) et sont dépendantes des voies tyrosine kinase (1K)!
«mitogen-activated protein kinase» (MAPK). Il semblerait que ces cascades de
signalisation intracellulaire ma] eures ne fonctionnent pas indépendamment et seraient
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activement engagées dans des interactions (7;17). L’activation de la protéine G couplée aux
récepteurs résulte en une stimulation de la voie des MAPK. Ceci inclut les récepteurs pour
une variété de ligands peptidique et non-peptidique. Malgré des recherches considérables,
les mécanismes précis impliqués dans une stimulation de la cascade MAPK par l’activation
couplée à une protéine G ne sont pas connus, mais il est clair que les récepteurs couplés à la
protéine G utilisent de multiples voies convergentes à l’activation de MAPK (86).
Les MAPKs sont une famille largement conservée de protéines kinases sérine/thréonine
impliquées dans nombre de complexes cellulaires et régulatrices d’évènements, incluant la
mitogénèse, la différenciation, la survie, la migration et les signaux au stress (64;90). Cette
famille d’enzymes peut donc jouer un rôle intégral dans la croissance anormale observée
dans les complications rénales (64). De plus, ils transduisent les signaux de la membrane
cellulaire au noyau en réponse aux facteurs de croissance classiques, aux agonistes
récepteurs couplés à la protéine G et au stress cellulaire (11), contrôlent ainsi la réponse
cellulaire à la croissance et l’apoptose (90).
Les MAPKs sont divisées en trois familles principales 1) les kinases de signaux
extracellulaire (p42144 MAPK ou extracellular signal-regulated kinase (ERK1/2)), 2) les
MAP kinases activé par le stress (p38 MAPK et c-Jun N- terminal kinase (JNK)) et 3) la
grande famille MAPK (ERK5 ou BMK1O) (1 l;17;91). Les MAPKs sont généralement
activées par des stimuli extracellulaires distincts et phosphorylent différents substrats
moléculaires (11 ;82).
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Tableau 1. Stimulus et rôles des MAPKs.
MAPK Stimulus Rôle(s) Référence(s)
ERK1 /2 facteurs de croissance, stimuli Impliquer dans la croissance (11; 1 4;92)
mitogéniques et GPCR cellulaire, la différenciation et
le développement
P3 $ MAPK Stress cellulaire (chaleur, chocs Influence la croissance, (11; 14; 1 7;34;
osmotiques, radiation UV et l’apoptose, la différenciation et 93)
hypoxie/réoxygénation), l’inflammation
cytokines inflammatoires,
facteurs de croissances et GPCR
JNK Stress cellulaire (chaleur, chocs Influence la croissance, (il)
osmotiques, radiation UV et l’apoptose, la différenciation et
hypoxie/réoxygénation), l’inflammation
cytokines inflammatoires,
facteurs de croissances et GPCR
ERK5 Stress, facteurs de croissances, Impliqué dans la synthèse
(82;94)
stimuli mitogéniques et GPCR protéique, la progression du
cycle cellulaire, la croissance
cellulaire et l’activation du
facteur de transcription NFKB
La voie ERK1/2 est une cascade de protéines kinases qui lie les signaux de croissance et de
différenciation initiant la transcription, résultant en des effets sur la prolifération cellulaire
(64). Une augmentation d’activité de cette enzyme est généralement suivi d’une
prolifération cellulaire (64). La stimulation de ERK1/2 initie des évènements de
phosphorylation menant à l’activation de facteurs de transcription tel que Elk-1 et c-fos
(li). ERK1/2 est activé par des facteurs de croissance via la voie conservée
Ras/Raft/MEKIERK1/2 (11;17). L’activation de la protéine Ras est GTP-dépendante. Si
Ras est activé, il recrute et active la protéine kinase Raf, qui à son tour initie l’activation de
MAPKK (MEK) et des molécules MAPK, et résulte ultimement dans l’activation de gènes














Figure 10. Voie de signalisation de la MAPK ERK1/2. (Tiré de Celi Signaling (95))
La stimulation de ERK1/2 par l’ang II est associée avec l’augmentation de l’expression des
gènes précoces c-myc, c-fos (17;20) et c-jun, de la synthèse d’ADN, la croissance et
différentiation des cellules et de l’organisation du cytosquelette (17). Le rôle de PKC dans
l’activation de ERK1/2 par l’ang II reste mitigé (7) et il demeure une controverse quant à la
sensibilité de ERK1/2 au stress oxydatif, qui varie avec le type cellulaire et le stimulus (11).
En plus d,activer ERK1/2, l’ang II active aussi p38 MAPK et JNK (14).
Les MAPKs agissent principalement à travers le récepteur AT1 et plusieurs cascades de
transduction du signal, dont les radicaux d’oxygène réactif et diverses protéines kinases ont
permis d’établir un lien entre l’activation du récepteur AT1 et la régulation de la machinerie
du cycle cellulaire (65).
Les membres de la super famille MAPK semblent être sensibles au potentiel rédox (96), et
surtout aux esprèces réactives de l’oxygène (ROS) ($2). Dans les VSMCs, les ROS
intracellulaires sont critiques pour que l’ang II et l’endotheline-l puissent activer p38
MAPK, JNK et ERK5, alors que la phosphorylation de ERKY/2 semble être insensible au
rédox (82). Alors que dans d’autres cas, comme les cellules endothéliales microvasculaires
cardiaques, l’ang II active ERK1/2 d’une manière sensible au rédox, mais pas p38 MAPK
(96). La régulation rédox des MAPKs peut être spécifique à la fois au ligand et à la cellule
($2).
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L’activation de la voie ERK1/2 est nécessaire, mais n’est pas suffisante, à l’induction
d’hypertrophie par l’ang 11(11). En effet, des données semblent indiquer un rôle pour le 02
et le F1202 dans l’hypertrophie des VSMCs et il démontré que seul la p38 MAPK agit à
travers le H202 intracellulaire. Cette voie p38 MAPK sensible au rédox est donc impliquée
dans l’hypertrophie induite par l’ang II et autant les voies ERK1/2 que p38 MAPK sont
requises pour une réponse hypertrophique complète à l’ang 11(11).
5.4 Récepteurs tyrosine kinase (RTKs)
Plusieurs effets de l’ang II requièrent un autre type de voie de signalisation, soit la
phosphorylation de tyrosine couplée à la protéine G, comme l’ont montré des études avec
les inhibiteurs des tyrosine kinases (12). Les tyrosine kinases incluent :(1) les récepteurs
tyrosine kinases (récepteur de facteur de croissance épidermal (epidermal growth factor -
EGFR) et récepteur de facteur de croissance dérivé des plaquettes (platelet-derived growth
factor-PDGFR) (6) et les récepteurs non tyrosine kinase (c-Src) (91). En plus de leur rôle
comme récepteur pour leurs propres ligands spécifiques, les récepteurs tyrosine kinases
(RTKs) peuvent aussi servir comme transducteurs de signaux pour une variété de stimuli
extracellulaires (74;$7). Il a été montré que les agonistes de GPCRs induisent la
phosphorylation sur la tyrosine de multiples substrats dans les cellules cibles et qu’à large
spectre, les inhibiteurs de tyrosine kinases peuvent bloquer la stimulation de la synthèse
d’ADN ou de protéines par ces facteurs. (82). Il existe une interaction entre les RTKs et les
récepteur Ail ($2). La cascade de signalisation initiée par le récepteur Ail requière
l’activation des tyrosines kinases (97). Les récepteurs Ail n’ayant pas d’activité tyrosine
kinase intrinsèque, il recrute des tyrosines kinases ou des protéines qui activent les tyrosine
kinases (82) en transactivant les récepteurs à facteur de croissance comme EGFR (82), qui
eux possèdent une activité tyrosine kinase intrinsèque (12). La capacité d’AuR d’agir
comme un récepteur multifonctionnel est réalisée, en partie, par l’activation de multiples
tyrosine kinases (12). Plusieurs de ces tyrosine kinases clé activées par le récepteur Ail
ont été caractérisées dans les VSMCs (91). Les nouvelles découvertes dans le domaine de
la signalisation de l’ang II démontrent l’activation du récepteur AT1, associée avec une
augmentation de la phosphorylation de protéines tyrosine et l’activation des MAPKs
(1 7;82). Il est aussi apparent que les GPCRs et les récepteurs tyrosine kinases (RTK5)
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partage des intermédiaires de signalisation communs dans la voie menant à l’activation de
la sous-famille ERK des MAPKs (20;87).
L’association du facteur de croissance avec son récepteur, qui possède souvent un domaine
tyrosine kinase intracellulaire, peut mener à un changement conformationnel (par exemple
la dimérisation des deux chaînes) et à l’autophosphorylation du récepteur. D’autres
récepteurs ne sont pas eux-mêmes des tyrosine kinases mais interagissent tout de même
avec les tyrosines kinases cytoplasmiques (89). La participation des récepteurs non tyrosine
kinases Src ($5;97), Fyn, Yes, proline-rich tyrosine kinase 2 (Pyk2), focal adhésion kinase
(FAK) et JAK2 (97) a aussi été rapportée (85). En effet, Src joue un rôle important dans les
réponses provoquées par l’ang II, telles la prolifération cellulaire (l’activation de ERK1/2),
la migration (l’ensemble des adhésions focales) et la contraction (hausse du calcium
intracellulaire) (12).
5.5 Récepteur EGF (Epidermal growth factor)
Le rein est l’un des organes principaux où est synthétisé l’EGF, un peptide de 53 acides
aminés (89). Les sites principaux de la synthèse d’EGF dans les souris adultes sont les reins
et les glandes salivaires, mais d’autres tissus peuvent aussi en produire (74). Le récepteur
EGF est une protéine de 170 000 kDa qui possède une activité tyrosine kinase
intracellulaire (74). On en retrouve dans les cellules mésangiales, le tube collecteur et les
cellules du tubule proximal ($9), ainsi que dans une variété de lignées cellulaires originants
du tubule proximal (74).
L’EGF est un mitogène puissant pour les cellules tubulaires en culture et il stimule la
phosphorylation des protéines membranaires intrinsèque et inhibe la gluconéogénèse dans
ces cellules (74;89). L’expression des récepteurs d’EGF est améliorée à la suite à d’une
nécrose tubulaire aigile. L’administration d’EGF exogène accélère le processus de
réparation rénal après des dommages isquémiques dans les rats ($9). Toutefois, les
changements dans l’expression d’EGF rénal ne sont pas limités à l’hyperplasie subséquente
à la nécrose tubulaire, mais surviennent également lors de l’hypertrophie rénale
compensatoire ($9). Assurément, il semble qu’EGF soit un initiateur de l’hypertrophie
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tubulaire puisque des changements dans le contenu rénal d’ EGF précèdent l’augmentation
de la taille des cellules (89).
Des résultats in vitro suggèrent que la transactivation de EGFR par l’induction du récepteur
ATÏ est importante pour plusieurs des effets trophiques de l’ang II et suggère que les RTKs
sont des cibles en aval des récepteurs AT1 (17;82) comme montré dans la figure 8. Seta et
Sadoshima rapportent d’ailleurs que la phosphorylation des tyrosines du récepteur AT 1 en
aval est requise, en plus du terminal carboxyl d’EGFR, pour une transactivation de EGFR
(85;97). De plus, cette transactivation de EGFR et PDGFR, par l’ang II, permet aux deux
récepteurs de se transactiver l’un l’autre à travers l’hétérodimérisation des récepteurs (20).
De nouvelles découvertes supportent la notion que la transactivation d’EGFR et,
possiblement de d’autres RTKs, peut contribuer à la signalisation de croissance fait par les
GPCRs (82;87). En fait, la liaison du facteur de croissance, par exemple, l’EGF, à ces
récepteurs de surface induit la prolifération cellulaire via la voie de signalisation (29).
L’induction de la synthèse protéique qui est orchestrée par l’ang II passe aussi par EGFR et
ERK1/2 dans les V$MCs (20;85;87). (Voir figure 7)
Puis, il semblerait que l’activation de ERK1/2 par l’ang II soit dépendante du calcium et
exige la phosphorylation de EGFR et l’activation de PKC (22;90). Daub et al ont d’ailleurs
rapporté qu’EGfR est rapidement phosphorylé suite à la stimulation du récepteur AT1 avec
des agonistes et que l’inhibition de l’activité kinase du EGFR supprime l’activation de
ERK1/2, ainsi que l’induction de c-fos (87). Ces études montrent donc que l’ang II stimule
la phosphorylation de ERK1/2 via la transactivation d’EGFR par AT1 (94).
Toutefois, des études ont montré qu’un inhibiteur d’EGFR (AG1478) atténue la
phosphorylation des MAPKs (ERK1/2, p38 MAPK et ERK 5 ) induite par l’ang II, sans
l’abolir complètement, indiquant que l’ang II active ERK1I2, p38 MAPK et ERK5, mais
seulement en partie à travers l’EGFR (94). La transactivation est considérée comme l’un
des divers mécanismes d’interactions avec des récepteurs contribuant à la diversité des
évènements de signalisation en réponse à un simple stimulus (94). Bien que plusieurs
études ont été effectuées concernant le lien entre les GPCRs et EGFR, plusieurs inconnus
persistent à propos de la signification biologique de ce mécanisme dans un contexte
physiologique normal (87).
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La transactivation d’EGFR est rapidement activée après l’ajout d’ang II et est requise pour
l’activation de plusieurs voies de signalisation en aval, incluant l’activation d’AKI
dépendante de la P13-K (9$). Une des cibles potentielles pour Ï’ang II est la
sérine/thréonine kinase AKT/PKB (71). L’ang II active la P13-K dans les VSMCs, pour
ensuite activer des intermédiaires et enfin AKT/PKB. L’activation de cette dernière peut
provoquer plusieurs réponses biologiques, incluant la survie cellulaire, la synthèse
protéique, l’hypertrophie cellulaire et la modulation du tonus vasculaire par la régulation de
la production d’oxyde nitrique (99;100). Donc, elle joue divers rôles dans la régulation des
fonctions cellulaires (100).
5.6 Les espèces réactives de l’oxygène (ROS)
Les mécanismes sous-tendant la transactivation de RTKs par l’ang II n’inclus pas
seulement l’activation de RTKs mais aussi des processus sensibles au rédox ($2).
Il existe deux sortes de radicaux libres biologiquement actifs: les espèces réactives de
l’oxygène (« reactice oxygen species »-R0S) et les espèces réactives de l’azote (« reactive
nitrogen species »-RNS). Leur génération, réactions chimiques et effets in vivo, sont
étroitement liés (101). Le terme ROS est fréquemment mal employé, causant de la
confusion dans la littérature et menant à des généralisations qui peuvent être ou ne pas être
vrais. Les vrais ROS comprennent un nombre de molécules et d’atomes, incluant
l’indispensable superoxyde (02); l’oxygène seul; le peroxyde d’hydrogène (H202); le
radical hydroxyl (.0W); les peroxydes organiques et le peroxynitrite (00N0) (90; 102).
Alors que l’oxyde nitrique (NO) est considéré dans une classe différente de composés
(102).
Brièvement, le second type de radicaux libres, les RNS incluse le cation nitronium (NOj,
l’anion nitroxyl (N0) et le peroxinitrate (ONOOE). Plusieurs de ces RNS sont générés par
la réaction de ROS avec l’oxyde nitrique (NO) ou les produits relatifs au NO. La réaction
des oxydants avec le NO peut chélater l’O2 et le H2O2 et ainsi fournir plusieurs protections
cellulaires afin de prévenir la peroxydation des lipides provoquée par les ROS des
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membranes cellulaires, un bénéfice qui est offert par la génération de RNS lesquels
imposent un stress oxydatif additionnel à la cellule (101).
Les ROS sont des molécules dérivées ultimement de l’oxygène mais ayant subi une
réduction univalente, ainsi ils réagissent facilement avec d’autres produits biologiques (90).
Le principal ROS présent dans le corps est le superoxyde, lequel est généré de la réduction
d’un électron (e) de la molécule d’oxygène (02 +e—+02). 02 est converti ensuite en
peroxyde d’hydrogène par l’enzyme superoxyde dismutase ($OD) (103). Cette conversion
est rapide car la demi-vie de 02 n’est que de quelques secondes et cela est dû autant à son
instabilité qu’à l’efficacité des défenses antioxydantes de la cellule (90). finalement, le
peroxyde d’hydrogène est à son tour réduit en eau par la catalase (CAT) ou la gluthation
peroxydase (GPX), qui utilise plutôt le gluthation comme donneur d’hydrogène (103).
SOD
02 +02 +2 W *H0+0
CAl
211202 —*2 H20 + 02
GPX
H202+2GSH-*21120+G$-SG
Sous des conditions normales, les ROS sont sécuritairement convertis en eau et oxygène
moléculaire. Toutefois, en présence de métaux de transition (le fer et le cuivre) ou bien en
excès d’02, H202 est converti en radicaux hydroxyl (0H) qui sont les plus cytotoxiques
des ROS connus (101;103).
La dismutafion d’02 par la SOD ne sert pas seulement de chélateur de 02, mais produit
aussi des ROS plus stables (11202) (90;104). La catalase et la gluthation peroxydase sont
deux des plus importants chélateurs de peroxyde d’hydrogène (90). Ces ROS sont donc
générés comme des produits intermédiaires dans la réduction de l’oxygène à l’eau (réaction
rédox) (101).
Sous des circonstances normales, l’hôte se protège des effets toxiques des ROS et RNS par
des antioxydants intracellulaire ou extracellulaire et des chélateurs du radical oxygène.
53
Cependant, quand ces systèmes de défense sont accablés, la cellule est placée sous stress
oxydatif et peut être blessée, activée ou encore mourir (101).
L’un des plus importants mécanismes biologiques de la génération de ROS résulte de la
génération de 02• originant d’02 par l’enzyme nicotinamide adénine dinucléotide
phosphate oxydase (NAD(P)H oxydase) (10l;105). Cette enzyme transfère les électrons du
NADH ou NADPH à la molécule d’oxygène produisant alors 02 (17;90). La NAD(P)H
oxydase est présente dans les neutrophiles où elle a un rôle critique dans «l’éclatement
oxydatif» qui est la première ligne de défense contre les bactéries (106). Les isoformes de
la NAD(P)H oxydase ont aussi été identifiés dans VSMCs, les fibroblastes, les cellules
endothéliales et les cellules mésangiales (101). L’oxydase neutrophile est une enzyme
consistant en deux composantes membranaires: gp9Vl0x (aussi comiu comme Nox-2 ou ses
homologues Nox-1 et Nox-4) et 2213h0c et trois composants cytosoliques: p4710JC, 67Phox
et 40Phoc (104;106;107). Le cortex du rein contient un complément complet de la NADPH
oxydase de type phagocytaire et les trois isoformes de Nox (106). Toutefois, Nox-4 a été
localisé dans les tubules proximaux (106). La fonction de gp9l°’ et p22Pl0)c est le transport
d’électron de l’enzyme, et les composants cytosoliques sont requis pour l’activation
agissant comme amplificateurs de signal (90).
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figure 11. Génération d’espèces réactives de l’oxygène (ROS) dans le réseau vasculaire.
(Tiré de Touyz et Berry (17)).
L’activité de la NAD(P)H oxydase liée à la membrane provoque souvent la génération
intracellulaire de ROS dans la réponse aux ligands (10$). Elle a ainsi été identifiée comme
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une source majeure de 02 dans la paroi des vaisseaux sanguins (106;109). Cependant, en
plus de la NAD(P)H oxydase (02), d’autres systèmes générateur de ROS comme les voies
de la chaîne de transport d’électron des mitochondries, la xanthine oxydase, la
cyclooxygénase et la lipooxygénase peuvent aussi contribuer dans la génération vasculaire
de radicaux libres (52;103;104;109).
L’ang II est reconnu pour augmenter les ROS intracellulaires (96). L’ang II stimule la
production de ROS dans tous les types de cellules vasculaires, principalement à travers
l’activation de la NAD(P)H oxydase associée à la membrane de la cellule (91 ;94;96). Et
cette activation de la NAD(P)H oxydase passe par l’activation du récepteur ATÏ par l’ang
11(103). P22phox et Nox-1 semblent être critiques dans la transduction des effets d’ATl
(augmentation) et AT2 (réduction) sur l’activité de la NADPH oxydase dans le rein (106).
En fait, l’ang II cause un stress oxydatif par l’activation du récepteur AT1, mais ce stress
est neutralisé par le récepteur AT2. Une infusion d’ang II améliore l’expression d’ARNm
cortical rénal de p22P0X, Nox-1 et Mn-SOD et réduit l’expression de Nox-4 et EC-SOD
(106;110). L’activation du récepteur AT2 fournit plutôt une contre balance puissante aux
effets des récepteurs type 1 et 2 sur le stress oxydatif dans le rein (106).
L’ang II active la NAD(P)H oxydase, en présence de molécules d’02 et du substrat
NAD(P), et génère l’anion superoxyde (02) (104). Les ROS sont capables d’induire des
actions qui peuvent promouvoir autant la vasodilatation que la vasoconstriction. L’02
vasculaire, lequel est généralement imperméable à la membrane cellulaire, est localisé
principalement à l’intérieur des cellules. À l’opposé le H202 diffuse facilement et migre au
milieu extracellulaire ou traverse la paroi vasculaire pour chercher l’endothélium. Donc,
une augmentation d’02 peut mener à l’élévation de la concentration de calcium
intracellulaire (82; 104) et par conséquent à la vasoconstriction, alors qu’une augmentation
de H202 endothéliale ou extracellulaire tendrait à promouvoir la vasodilatation (104). Donc,
la compartimentalisation des différentes espèces de molécules d’oxygène activé peut être
crucial dans tous les effets vasoactif de l’ang 11(104).
L’ang II stimule la production de ROS de façon biphasique. La première phase de la
génération de ROS arrive rapidement (pic à 30 secondes) et est dépendante de l’activation
de la PKC. La seconde phase de la génération de ROS (pic à 30 minutes) a une plus grande
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magnitude que la première et continue pour au moins 6 heures. Cette phase est
probablement la plus influente des événements de signalisation à long-terme concernant la
réponse de croissance. Elle requière l’activation de Rac, une petite protéine G, par la
transactivation d’EGFR. L’inhibition de Rac inhibe la production de ROS induite par l’ang
II et les inhibiteurs de P13-K et le bloqueur d’EGFR, diminuent autant l’activation de Rac
que la génération de ROS (9$). Ceci démontre bien l’implication des tyrosines kinases dans
la stimulation des NAD(P)H oxydases par les protéines G couplées aux récepteurs (98).
Il a déjà été rapporté que l’hypertrophie induite par l’ang II est provoquée par les ROS
(li ;$2). Il existe donc un lien entre l’ang II induisant l’activité de la NAD(P)H oxydase,
produisant une augmentation rapide d’02 et subséquemment de H202 intracellulaire, et
l’hypertrophie (99;lll). Cette voie passe à travers le récepteur Ail et est couplée à la
protéine G (11 ;l 11), toutefois, les voies de signalisation sensibles au rédox et impliquant
l’hypertrophie induite par l’ang II ne sont pas définies (11). Il semble que l’activité de la
NADH/NADPH oxydase est requise pour l’hypertrophie et que la production de F1202
dépendante de la NADHINADPH oxydase est nécessaire à l’induction par l’ang II de la
synthèse protéique (11 ;90;1 11). L’inhibition de l’activité de SOD ou la surexpression de
catalase inhibe pronfondément l’hypertrophie (111). Par contre, le stress oxydatif seul
apparaît être insuffisant pour supporter la réponse hypertrophique complète à l’ang 11(11).
Normalement, les ROS sont contrôlés par un groupe d’enzymes antioxydantes et
endogènes, ainsi qu’une diète d’antioxydants. La production excessive de ROS ou
l’altération de la capacité à la défense antioxydante mène au stress oxydatif, dans lequel les
ROS non contrôlés causent des dommages aux tissus et induisant des dysfonctions
(82;103). Cependant, un traitement avec des antioxydants peut induire de l’apoptose,
impliquant que les ROS sont nécessaires à la prolifération normale. Donc, bien qu’un
certain taux de stress oxydatif apparaît promouvoir la croissance, plusieurs stress sévères
peuvent mener à la mort cellulaire, par nécrose ou apoptose (111). En général, de faibles
doses de ROS induisent des réponses mitogéniques, des doses intermédiaires induisent un
arrêt de croissance et un stress oxydatif sévère cause l’apoptose ou la nécrose (101). La
régulation de l’état rédox des cellules peut donc être un mécanisme général par lequel les
signaux de croissance sont transduits (105).
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Les ROS, tels 1’02 et le peroxyde d’oxygène (H202), agissent comme seconds messagers
intercellulaire et intracellulaire (93;94;112), jouant un rôle physiologique dans le tonus
vasculaire et la croissance cellulaire, et un rôle pathophysiologique dans l’inflammation,
l’ischémie/reperfiision, l’hypertension et l’athérosclérose (111). Les ROS agissent aussi
comme d’importants régulateurs de la pression sanguine et de la fonction rénale (102). De
plus, la NAD(P)H oxydase, et plus particulièrement la sous-unité p22phox, semble jouer un
rôle dans la pathophysiologie de l’hypertension et des dommages aux organes cibles de
l’hypertension (107;109). En effet, dans les rats spontanément hypertendus (SHRs), le
stress oxydatif est associé avec une augmentation de la NAD(P)H oxydase et de la
production du superoxyde dans le rein et les tissus vasculaires (103;109).
Bien que le rôle des ROS dans les réponses physiologiques à l’ang II soit le sujet de
recherches intenses, il reste encore plusieurs questions quant aux voies de signalisation et
aux gènes qui sont régulés par lesROS (90).
Toutes les MAPKs peuvent être activées par des oxydants xogènes et ainsi constituer une
cible potentielle du stress oxydatif (11 ;94). Par exemple, ERK1/2, est activé par l’02 (111),
alors que le 11202 intracellulaire produit par l’ang II permet plutôt de coupler le récepteur
AT1 à p38 MAPK (11). En plus, il a été montré que les ROS activent aussi les voies PKC,
AKT/PKB et JAK-STAT (l00;1 13). Les récepteurs de facteurs de croissance tels PDGFR
et I’EGFR sont aussi activés par le 11202 et 02 (94).
Finalement, les cibles majeures des ROS, dans les VSMCs, incluent les tyrosine kinases et
phosphatases, les canaux ioniques, les phospholipases et les facteurs de transcription (82).
Il apparaît rapidement que les différentes voies impliquant la transduction du signal et une
stimulation par le stress oxydatif sont hautement interconnectées et modulent chacune des
actions qui dépendent de la dose du stress oxydatif et du contexte physiologique dans lequel
elles sont examinées (101).
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6. Hypertrophie cellulaire
Un organe peut augmenter sa taille par deux mécanismes, soit par un nombre plus élevé de
cellules (hyperpiasie) ou soit par une augmentation de la taille individuelle des cellules
(hypertrophie) (68;75). Ce sont deux réponses totalement différentes. L’hyperplasie, avec la
mitogénèse des cellules tubulaires, joue un rôle central dans la regénération d’un épithélium
tubulaire fonctionnel à la suite d’une nécrose tubulaire aigtie. Le nombre de cellules reflète
la balance de la génération de nouvelles cellules par prolifération et la perte par apoptose.
Plusieurs facteurs de croissance agissant en concert sont impliqués dans cette réponse
proliférative des cellules tubulaires. Les mécanismes moléculaires, comme les signaux
mitogéniques transduits au noyau, sont relativement bien caractérisés. Les mécanismes
d’oscillation complexes des protéines associées au cycle cellulaire, comme les cyclines et
différentes kinases, sont primordiales pour la progression de la mitose des cellules
tubulaires quiescentes (non-divisées). En contraste à la croissance mitogénique, c’est-à-dire
la regénération des cellules tubulaires, l’hypertrophie tubulaire est moins bien comprise.
L’hypertrophie est un processus actif requérant l’entrée dans le cycle cellulaire, sans la
progression de celui-ci au-delà de la phase Gi (89). Les cellules hypertrophiques sont donc
arrêtées en phase Gi du cycle cellulaire et augmentent leur taille et leur contenu en ARN et
en protéines, mais sans la réplication de leur ADN (6$;89;l 14). L’hypertrophie peut être
dépendante du cycle cellulaire (68;$9) ou indépendante, par l’inhibition de la dégradation
des protéines (23;68;69). Cette observation peut suggérer que d’autres facteurs, dont ceux
induits par l’ang II, sont nécessaires pour le développement d’hypertrophie. En effet, l’ang
II réduit l’activité de la protéinase des cellules tubulaires, donc stimule l’hypertrophie
(23;83). De plus, certains autres facteurs (facteurs de croissance, hormones, matrice
extracellulaire, forces mécaniques et hyperglycémie) induient de l’hypertrophie en facilitant
l’entrée dans le cycle cellulaire (89). Donc, la détermination moléculaire entre
l’hypertrophie cellulaire versus l’hyperplasie pourrait se faire être au niveau de la
machinerie moléculaire régulant la progression du cycle cellulaire (115).
Les cellules qui progressent à travers un cycle cellulaire normal doublent leur contenu en
ADN, ségrègent leur chromosomes et éventuellement se divisent durant la mitose (68;89).
La transition d’une phase du cycle cellulaire à une autre est un processus coordonné,
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séquentiel et synchronisé qui survient à un temps précis dans un ordre bien défini afin de
s’assurer que la machinerie cellulaire est prête pour la réplication de l’ADN. La réplication
de l’ADN se produit seulement une fois par cycle et est complétée avant le début de la
mitose (68). Le cycle a deux parties fondamentales l’interphase, qui occupe la majorité du
cycle, et la mitose. L’interphase peut être divisée en phases GI, S et G2 comme montré à la
figure il. Tout d’abord, les cellules quiescentes entrent dans l’interphase de la phase
dormante GO, passent à travers la phase Gi, répliquent leur ADN dans la phase S et entrent
en mitose après la progression en G2 (69;74;$9;l16). Après le passage de la phase limitante
(Gi), les cellules ne sont pas longues à répondre aux signaux extracellulaires et complètent





Figure 12. Schéma représentant les phase du cycle cellulaire. (Tiré de Wolf et Ziyadeh
(116))
La transition entre les différentes phases du cycle cellulaire est réglée par l’activité
d ‘enzymes distinctes, les kinases dépendantes des cyclines (CdK), et leurs sous-unités
régulatrices, les cyclines (68;69;115;l17).
Les cyclines ont une très courte demi-vie (<30-60 mm), et leur niveau fluctue à travers le
cycle cellulaire. En contraste, les Cdks sont exprimées constitutivement, et les niveaux
demeurent inchangés à travers le cycle cellulaire (6$;69). Les cyclines et Cdks forment un
complexe et son activité dépend de leur phosphorylation (68). Le complexe lui-même
montre l’activité kinase nécessaire pour la phosphorylation de différents substrats résultant
dans la progression du cycle cellulaire (69).
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Récemment, un groupe de nouvelles protéines, appelées inhibiteurs de CdKs (CKI), qui se
lient et inactivent certains complexes cycline-CdK, a été identifié. Les Cdks sont activées
par la phosphorylation et déphosphorylation à des sites spécifiques et cette activation est
contrôlée par les CKI qui, en se liant, inhibent l’activation des complexes Cdk/cycline
(115). Les CKI inhibent la prolifération par l’arrêt du cycle cellulaire, donc la prolifération
et l’hypertrophie sont modulées par des protéines régulatrices spécifiques au cycle
cellulaire (11$).
Il existe deux familles de CM sur la base de leur homologie de séquence et leur cible. La
famille INK4 (p15 LNK4b (p15), p16 1NK4a et p18 INK4c) inhibe spécifiquement les
complexes cyclines de type D-CdK. La famille CIP/KIP (p21C1P/WAf1 (p21) et p27’’ (p27)
et p57K2) se lie aux CDK 2, 4 et 6 (69) et inhibe les complexes cyclines/CDK de la phase
Glet S (11$).
et de p27’ sont nommés ainsi selon leur poids moléculaire (6$). p27Pl est
largement exprimée dans les cellules non-prolifératives (quiescentes) rénales et les cellules
non rénales (68;69). L’expression de p27 est régulée d’une manière post-transcriptionnelle
par des changements dans la traduction et la dégradation de protéine à travers la voie
protéolytique de l’ubiquitine et est aussi modifiée post-traductionellement par
phosphorylation (6$). Puisque la progression de la cellule à travers la phase GuS est
orchestrée par les cyclines D, E et A, qui à leur tour lient et activent les CdKs, il est spéculé
que les CKI , p27’(’13’ en particulier, sont la clé du processus complexe de la transition du
cycle cellulaire de la phase GuS (119).
L’hypertrophie est un processus actif requérant l’entrée dans le cycle cellulaire, sans la
progression à travers la phase S (6$;69;75). L’hypertrophie et la prolifération cellulaire sont
deux évènements mutuellement exclusifs (6$). L’entrée normale dans la phase Gl du cycle
cellulaire est associée avec une augmentation de la taille, de la synthèse de novo des
protéines etdu contenu en protéines et ARN (68;69;75;114). La biosynthèse du collagène
IV, la protéine spécifique à la membrane basale, augmente pendant l’hypertrophie cellulaire
car les cellules hypertrophiées élargissent leur surface basale adhérente. L’augmentation de
la synthèse de la membrane basale peut être nécessaire pour accommoder l’augmentation
de la masse cellulaire (120).
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Il est montré que l’ang II est un facteur stimulant l’hypertrophie des cellules du tubule
proximal en culture (75;80;121), ainsi que d’autres tissus, dont les VSMC, myocytes
cardiaques et les cellules neuronales (80).
L’ang II induit l’arrêt du cycle cellulaire des cellules du tubule proximal en phase Gi,
accompagné de l’hypertrophie cellulaire (23; 121 ; 122). Cette hypertrophie provoquée par
l’ang II et l’inhibition de la progression du cycle cellulaire dépend de l’induction de
27Khl1 En effet, l’ang II est associée avec une induction post-transcriptionnelle de p271<1
(23). Par contre, il a été plus récemment démontré que l’augmentation de p271,
provoquée par l’ang II, et l’induction de l’hypertrophie cellulaire, dans les cellules
tubulaires rénales dépendent de la génération de radicaux d’oxygène. Un traitement avec le
DPI, un inhibiteur de flavoprotéine, ou avec des antioxydants abolit à la fois la formation
de 02 induite par l’ang II, l’expression de 27KiPJ et l’hypertrophie tubulaire. De plus,
l’antisens d’une sous-unité de la NAD(P)H oxydase abolit complètement l’arrêt du cycle
cellulaire induit par l’ang II. Aussi, l’activation d’ERK1/2 est nécessaire pour de
l’amélioration de l’expression de la protéine p27’’ et de l’hypertrophie cellulaire (121).
Bref, l’ang II augmente, à travers la surrégulation de p22phox, une sous-unité de la
NAD(P)H oxydase liée à la membrane, la concentration intracellulaire de ROS. Cette
augmentation de ROS mène à la phosphorylation et l’activation d’ERK1/2, qui à son tour
phosphoryle 27KiP1 aux résidus sérines (69).
Enfin, l’hypertrophie cellulaire et l’incorporation de [3Hj-leucine stimulées par l’ang II sont
abolies dans les cellules prétraitées à la toxine Pertussis, suggérant alors l’implication de la
protéine G sensible à la toxine de Pertussis (73). Il semble aussi que l’hypertrophie induite
par l’ang II dans les cellules du tubule proximal murin dépend, du moins en partie, de la
sous-régulation de l’AMPc intracellulaire puisque des agents améliorant le niveau d’AMPc
tel que la forskolin ou des analogues de l’AMPc atténuent l’hypertrophie (72). Donc,
l’hypertrophie dépend de la transduction du signal à travers les récepteurs Ail utilisant la
protéine G sensible à la toxine du Pertussis et cause une diminution d’AMPc intracellulaire
(72;80;120).
Il est donc proposé cette voie de transduction du signal: l’ang II se lie avec les récepteurs
Ail (23;121) couplés à l’adénylate cyclase à travers la protéine G inhibitrice (Gi) sensible
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à la toxine de Pertussis. (75), active la NAD(P)H oxydase liée à la membrane, menant à
l’augmentation de la génération d’02. Cette accumulation intracellulaire de ROS mène à la
phosphorylation et l’activation d’ERK1/2 dans les cellules du tubule proximal. L’activation
de cette enzyme mène à une augmentation de l’expression de p27’, la phase GI s’arrête
et on assiste à l’hypertrophie (56;71).
Finalement, puisque l’hypertrophie tubulaire est vraisemblablement un marqueur précoce
du développement subséquent de dommages rénaux irréversibles chroniques tels que la
fibrose interstitielle, la manipulation thérapeutique de ce processus de croissance adaptative
peut prévenir la détérioration de la fonction rénale dans les maladie rénales chroniques.
Comme les niveaux locaux d’ang II sont hauts dans presque toutes les maladies rénales
chroniques, il est possible qu’une administration précoce de chélateurs d’oxygène
prévienne l’induction tubulaire de p271, l’arrêt du cycle cellulaire et le développement de
la fibrose interstitielle (21). L’administration de chélateurs de ROS peut donc être un outil
thérapeutique pour contrecarrer le remodelage dépendant de l’ang II dans les cellules du
tubule rénal (21).
7. Les protéines associées aux récepteurs Ail.
Comme plusieurs récepteurs couplés à la protéine G, le récepteur AT1 exerce ses fonctions
à travers ses domaines carboxyl-terminaux en plus de ses boucles cytoplasmiques
intracellulaires. Le domaine carboxyl-terminal du récepteur AT1 interagit directement avec
plusieurs effecteurs en amont. La mutagénèse de cette région a montré qu’elle contient des
séquences d’acides aminés requises pour la désensibilisation et l’intemalisation du
récepteur. Comme pour plusieurs récepteurs couplés à la protéine G, le domaine carboxyl
terminal du récepteur AT1 interagit potentiellement avec les kinases et arrestines du
récepteur couplé à la protéine G, causant la désensibilisation fonctionnelle du récepteur
(13). Cette région joue donc un rôle important dans la régulation du récepteur AT1, dont
1 ‘intemalisation du récepteur, la phosphorylation, la désensibilisation, le recyclage et les
voies de signalisation (13).
Sachant cela, de nouvelles techniques pour la détection d’interactions protéine-protéine ont
révélé une association du récepteur AT1 avec une variété de partenaires intracellulaires
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autre que des protéines G hétérotrimériques (45). Deux nouvelles protéines, ATRAP et
ARAP 1 (type 1 angiotensin II receptor associated protein 1) ont été isolées en utilisant la
méthode des deux hybrides chez la levure. ATRAP est une petite protéine de 12 kDa qui
interagit spécifiquement avec le domaine carboxyl-terminal du récepteur Ail entre les
résidus 339 et 359. La surexpression d’ATRAP cause une inhibition marquée de
l’activation de la PLC provoquée par le récepteur Ail, mais les voies de l’intemalisation et
du recyclage du récepteur Ail ne sont pas affectées. Il a aussi été démontré que la
surexpression d’ATRAP améliore l’intemalisation du récepteur AT1 et inhibe la croissance
cellulaire dans les VSMCs. ARAP1 est une autre protéine qui interagit avec le domaine
carboxyl-terminal du récepteur Ail entre les résidus 319 et 359. La caractérisation
d’ARAPÏ suggère qu’elle favorise le recyclage du récepteur ATY à la membrane plasmique
(45).
Et récemment, l’identification d’une nouvelle protéine associée à la région carboxyl
terminale du récepteur Ail s’est faite par la méthode des deux hybrides chez la levure.
GLP (<GDP/GTP exchange factor (GEf)-like protein»), est encodé par 531 acides aminés.
Le domaine carboxyl-terminal de la protéine GLP (acides aminés 371-531) interagit avec le
domaine carboxyl-terminal du récepteur Ail. GLP possède un motif de 7 séquences
répétées en tandem, similaire à celui observé chez le gène RCC 1 (une GEF pour la petite
protéine G, Ran) (13). La caractérisation du gène GLP sur la croissance cellulaire dans les
VSMCs et les IRPTCs en cultures a permis d’établir un rôle pour GLP dans l’hypertrophie
cellulaire (13).
Chapitre 2
Hypothèse et objectifs spécifiques
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Hypothèse
L’ang II stimule l’hypertrophie chez plusieurs cellules dont les cellules du muscle lisse
vasculaire (V$MC5). Puis, lorsque le récepteur Ail est surexprimé spécifiquement dans le
coeur, il y a induction d’hypertrophie chez les cardiomyocytes du ventricule gauche. Il a été
montré, de plus, que la région carboxy-terminale du récepteur Ail joue un rôle important
dans la régulation du récepteur AT1, dont 1 ‘intemalisation du récepteur, la
phosphorylation, la désensibilisation, le recyclage et les voies de signalisation. Une
nouvelle protéine, GLP (GEF-like protein), a été découverte par la méthode des deux
hybrides. Alors que la molécule se liant au récepteur et initiant la série d ‘évènements
menant à l’hypertrophie cellulaire induite par 1 ‘Ang II n’a pas été encore identifié, il est
suggéré que cette protéine, GLP pourrait être la molécule manquante.
Objectifs spécifiques
Les buts de ces études sont de caractériser la fonction biologique d’une protéine
nouvellement identifiée, GLP, dans les cellules du tubule proximal de rein de rat
immortalisées (IRPTCs). Puis, de déterminer les mécanismes moléculaires de l’expression
du gène GLP stimulé par l’ang II dans des cellules du tubule proximal de rein de rat
immortalisées (IRPTCs). Enfin, de déterminer lets) mécanisme(s) moléculaire(s) de
l’induction de l’hypertrophie des les cellules du tubule proximal de rein de rat





Plusieurs récepteurs couplés à la protéine G, dont le récepteur Ail, exercent ces fonctions
à travers ses domaines carboxyl-terminal, en plus de ses boucles cytoplasmiques
intracellulaires. Le domaine carboxyl-terminal du récepteur Ail interagit directement avec
plusieurs effecteurs en amont. Cette région joue un rôle important dans la régulation du
récepteur AT1, dont l’intemalisation du récepteur, la phosphorylation, la désensibilisation,
le recyclage et les voies de signalisation (102). De nouvelles techniques permettent la
détection d’interactions protéine-protéine. La méthode des deux hyrides chez la levure a
permis de révéler des associations du récepteur Ail avec une variété de partenaires
intracellulaires. Une nouvelle protéine associée au récepteur AT 1, GLP (GEF-like protein)
a récemment été découverte. Des recherches quant au(x) rôle(s) et à la fonction de GLP
furent donc effectuées. L’article suivant montre l’état de ces études.
Guo Df, Tardif V, Ghelima K, Chan 1$, Ingelfinger JR, Chen XM, Chenier I. A novel
angiotensin II type 1 receptor-associated protein induces cellular hypertrophy in rat
vascular smooth muscle and renal proximal tubular ceils. J Bio! Chem. 2004 feb 24
Rôle des différents coauteurs
Dr. Dengfu Guo a découvert la protéine GLP et effectué les expériences de localisations
tissulaire et intracellulaire. Isabelle Chénier a effectué toutes les expériences sur les
VSMCs. Karim Ghelima a effectué des expériences préliminaires sur les cellules
mésangiales. Dr. John S. D. Chan a contribué par le biais de différentes discussion à la
rédaction de l’article. Dre.Julie R. Ingelfinger nous a grâcieusement fait don de la lignée
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A novel angiotensin Il type I receptor-associated protein induces cellulac hypertrophy in rat
vascularsmooth muscle and renal proximal tubutarcells
Deng-Fu Guo1, Valerie Tardifi, Karin GheIimal, John S.D. Chani, Julie R Ingelfinger2,
XiangMei Chen3, and Isabelle Chenieri
lDepartment of Medicine, University of Montreal and Research Center, CHUM-Hotel-Dieu
Hospital, 3850, St-Urbain, Montreal, Quebec, Canada, H2W 1T8; 2Massachusetts General
Hospital, Pediatric Nephrology Unit, Boston, MA. U.S.A.; and 3Department of Nephrology,




iThe abbreviations used are: Ang II, angiotensin II; VSMC, vascular smooth muscle celI;
GLP, GEF-like protein; IRPTC, immortalized renal proximal tubular celi; PI, propidium
iodide; GPCR, G protein-coupled receptor; GFP, green fluorescence protein ; ACE,
angiotensin-converting enzyme; FBS, fetal bovine serum; MAP, mitogen-activated protein;
PBS, phosphate-buffered saline; TCA, trichioroacetic acid; FALS, forward-angle light scatter;
GEF, GDP/GTP exchange factor; DPI, diphenylene iodonium chloride; PKB, protein kinase
B; PI 3 kinase, p hosphatidylinositol 3 kinase
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Abstract
Angiotensn ii stimulates cellular hypertrophy in cultured vascular smooth muscle and renal
proximal tubular oeils. This effect is beiieved to be one of eariiest morphological changes of
heart and renai failure. However, the precise molecular mechanism involved in angiotensin il
induced hypertrophy is poorly understood. in the present study, we report the isolation of a
novel angiotensin ii type I receptor-associated protein. it encodes a 531 amino acids protein.
Its mRNA is detected in ail human tissues examined, but highiy expressed in the human
kidney, pancreas, heart, and human embryonic kidney celis as weii as rat vascular smooth
muscle and renal proximai tubular oeils. Protein synthesis and relative oeil size analyzed by
flow cytometry studies indicate that overexpression of the novel angiotensin li type I receptor
associated protein induces ceilular hypertrophy in cuitured rat vascular smooth muscle and
renal proximai tubular celis. in contrast, the hypertrophic effects were reversed in renai proxi
mal tubular oeil unes expressing the novel gene in antisense orientation and its dominant neg
ative mutant, which iacks iast 101 amino acids in its carboxyl terminai tau. The hypertrophic
effects are at ieast in part mediated via protein kinase B activation and cyciin-dependent
kinase inhibitor, p27KipI protein expression level in vascular smooth muscle and renai proxi
mai tubularceils, respectiveiy. Moreover, angiotensin il could not stimulate celiular hypertrophy
in renai proximal tubular oeils expressing the novel gene in antisense orientation and its
mutant. These findings may provide new moiecular mechanisms to understand hypertrophic
agents, such as angiotensin li-induced celiular hypertrophy.
Keywords: ATI receptor; angiotensin li; hypertrophy; gene expression; vascular smooth mus
cle oeils; renai proximai tubular celis.
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Angiotensin Il (Ang 11)1 elicits a wide range of physiological responses in a variety of ceil types.
This octapeptide hormone plays an important role in the regulation of cardiovascular and renal
functions via diverse mechanisms (1), which include arteriolar vasoconstriction, stimulation of
aldosterone production, and electrolyte homeostasis (2). Although its vasoactive effects were mi
tially considered to be a unique feature for maintaining blood pressure, recent studies have dem
onstrated that Ang Il exerts many other important actions on the cardiovascular and renal
systems. For example, Ang Il stimulates the growth of diverse ceil types, such as vascular smooth
muscle ceils (VSMC), cardiac myocytes, and proximal tubular cells (3-6), and it increases the
expression of enzymes that produce mediators of inflammation (7,8). These observations suggest
that Ang Il may play an important role in various cardiovascular and renal diseases associated
with abnormal cell growth (cellular hypertrophy or celi proliferation) and inflammation, such as
hypertension, congestive heart failure, atherosclerosis, postangioplastic restenosis, and renal
failure. Clinical trials and animal studies demonstrated that angiotensin-converting enzyme (ACE)
inhibitors and Ang Il type I receptor blockers prevented vascular, left ventricular, and renal proxi
mal tubular celI hypertrophy(9-13) supporting the importance ofAng Il in the pathogenesis of car
diovascular and renal diseases. In vitro, Ang Il has also been shown to stimulate the growth of
VSMC and renal proximal tubular cells (hypertrophic effect), as welI as cardiac myocytes and
fibroblasts (hyperplastic action) (14-17).
The physiological actions of Ang li are mediated by two major subtypes of G-protein coupled
receptors (GPCR), termed ATI and AT2 (18-22). Most known actions of Ang Il are believed to be
mediated through ATI receptors, whereas the function of AT2 receptors may be the opposite of
ATI receptors (23-26). Like most G-protein coupled receptors, the ATI receptor exerts its function
through its carboxyl terminal domain, in addition to its intracellular cytoplasmic loops. The carboxyl
terminal domain of the ATI receptor has been reported to directly interact with several
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downstream effectors (10-16). Mutagenesis 0f this region has shown that discrete amino acids
are required for receptor desensitization and internalization (27-34). As for many GPCRs, the
carboxyl terminal domain of the Ail receptor presumably interacts with G protein-coupled
receptor kinases and arrestins, causing the functional desensitization of the receptor (31-33).
Two novel proteins, ATRAP and ARAPI, have recently been isolated by us and another using
the yeast two-hybrid system (35-37). ATRAP is a small protein that interaots specifically with the
carboxyl terminal domain of the Ail receptor (35). Overexpression of AiRAP causes a marked
inhibition of the ATI receptor mediated activation of phospholipase C. Further studies also dem
onstrated that ATRAP overexpression enhances Ail receptor internalization and inhibits ceII
growth in VSMCs (36). On the other hand, ARAPI is another protein that was found to interact
with the carboxyl terminal domain of the ATI receptor (37). Characterization of ARAPI in HEK
293 cells has revealed that ARAPI binds and promotes the ATI receptor to the plasma
membrane, indicating its role in the receptor recycling pathway.
ihe Ang ll-induced hypertrophic effect is associated with increased expression of the proto
oncogenes c-fos, c-myc, and c-jun and autocrine growth factors PDG F-AA and bFGF, and acti
vation of Erkl/2 MAP kinases in cultured VSMCs (38,39). Despite the activation of these proto
oncogenes and mitogenes, Ang Il does flot induce hyperplasia, but instead causes hypertrophy
in confluent quiescent VSMCs in serum-free medium. Recent studies on the molecular
mechanism(s) of Ang ll-induced VSMC and mesangial ceIl hypertrophy showed they are medi
ated at least partially at the level of the molecular machinery regulating ceil-cycle progression
(40), protein kinase B (PKB) (41,42) and NADHINADPH oxidase pathways (43). However, the
precise molecular mechanisms of cellular hypertrophy remain poorly understood. In the present
study, we describe the identification of a nove! GDP/GiP exchange factor (GEF) like protein,
GLP and the characterization of GLP gene on ceil growth in cultured VSMCs and
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immortalized renal proximal tubular ceils (IRPTCs). We report here that GLP induces cellular
hypertrophy in both VSMCs and IRPTCs overexpressing GLP gene.
Matorials and methods
Materials - phospho-specific (Set-473) antibody against Akt2 and antibody against Akt2 were
putchased from Ceil Signaling Technology Inc., Beverly, MA. p27Kipl antibody was from
Transduction Labotatoties Inc., Mississauga, Ontario, Canada. Antibody against 13—actin,
Na3VO4, aprotinin, leupeptin, PMSF, pepstatin, and diphenylene iodonium (DPI) wete put
chased from Sigma, St-Louis, MO. 9E10 monoclonal antibody against Myc epitope tag and
fetal bovine serum (FBS) were from Invitrogen. LY294002 was obtained from Calbiochem,
San Diego, CA.
Yeast two-hybrid screenïng - The yeast two-hybrid system was carried out essentially as
described previously (44). Briefly, the bait plasmid was pBTMIJ6 expressing the carboxyl ter
minal 64 amino acid residues (295 to 359) of rat ATIA receptot in frame with the lex A DNA
binding domain (pBTMII6-ATIA). The L40 yeast strain was ttansformed with pBTM 116-
AllA, and subsequently with a pVPI6 10.5-day mouse embryo cDNA Iibtary.
PlesmiUs.- To overexpress GLP gene in VSMCs and IRPTCs, human GLP cDNA was
subcloned into a retroviral vector, pLNCX (45,46), and pcDNA3, tespectively. To facilitate
detection by Western blot analysis, GLP was tagged with a Myc-epitope tag
(MGREFEQKLISEEDLL) followed by the GLP sequence (pcDNA3-Myc-GLP). A dominant
negative mutant of GLP, lacking Iast 101 amino acids, was created with an addition of stop
codon at position of 429 (pcDNA3-Myc-GLP-Ml). GLP in antisense orientation was also pro
duced (pcDNA3-GLP-AS) to reverse the effects observed in GLP overexpression in IRPTCs.
For cellular localization experiments, GLP was expressed as an enhanced green fluorescence
protein (GFP) fusion protein in pcDNA3 vector (pCDNA3-GFP-GLP). b produce polyclonal
antibodies against GLP, DNA fragment of human
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GLP gene, which consists of the carboxyl terminal tait form 430 to 531 amino acids, was
infused into pGEX-5X-1 vector (Pharmacia Biotech Inc.) as Giutathione S-transferase (GST)
fusion protein. The epitope tags were integtated into the cDNAs enooding human GLP by
oligonucieotide-directed mutagenesis with poiymrase chain reaction methods, and sequences
of the recombinant DNAs were confirmed by automatic sequencer.
Ceils — VSMCs were prepared from 6-weeks male Brown Norway rats. 1RPTCs (oeil une #93-
p2-1) produced in Dr. Julie R. Ingeifingers iaboratory as passage 11 to 18 were used in the
present studies. These celis express the mRNA of renin angiotensin system components
inciuding angiotensinogen, renin, angiotensin converting enzyme (ACE), and ATI and AT2
receptors (47,48). HEK-293 oeils were obtained from ATCC. VSMCs, HEK-293 and IRPTCs
were grown in Iow glucose DMEM media with 10% fetai bovine serum (FBS), and 5% FBS at
37oC under 5% C02, respectiveiy. To estabiish a VSMC une permanentiy overexpressing GLP
gene, a retrovirus-based system was used. Briefly, the pLNCX-GLP plasmid DNA was
transfeoted into CRIP packaging oeils with G418 (400 .tg/mi) seiection. Recombinant viruses
obtained from the packaging celis were then used to infect VSMCs. After G418 (400 ..tgImI)
selection, positive VSMC lines were determined by Northern blot analysis. b estabiish IRPTCs
stabiy overexpressing GLP gene in sense and antisense orientation, poDNA3-Myc-GLP and
pcDNA3-GLP-AS, and its mutant Ml (pcDNA3-Myc-GLLP..M1) were transfected into the oeils
with Electropo ration method (BioRad). Bnefly, 4 .tg DNA was added into 400 j.ii of 107 ceiis/ml
in PBS buffer with the condition of 400 voltages and 500 tiF. Positive oeil unes after two weeks
of G418 (600 .tg/mi) seiection were determined with either Western blot analysis (for GLP and
GLP-M1) or a specific reverse transcription polymarase chain reaction (RT-PCR) (for GLP-AS)
as described beiow. To determine the cellular iocalization of GLP gene, an HEK-293 oeil une
stably expressing poDNA3-GFP-GLP was used.
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Northern blot enalysis -Total RNA was extracted from different human tissues and cell lines by
a modified version of the guanidinium thiocyanate procedure. PolyA+ mRNAs were then
extracted with an Oligotex mRNA kit (Qiagen). Two p.g of polyA+ mRNA wete resolved by
electrophoresis on a 1.2% agarose gel containing 1.8% formaldehyde, transferred to a
Hybond-N membrane, fixed, and hybridized with a 32P-labeled probe. Full-length human GLP
cDNA was used as a probe. After exposition, the membrane was stripped and rehybridized
with a GAPDH probe.
Microscopy an&ysis - HEK-293 cells expressing pcDNA3-GFP-GLP were grown on glass
coverslips, and fixed in 4% paraformaldehyde. The cells were visualized and photographed
under a Zeiss microscope with Kodak films.
(3H] thymidine incorporation — b determine celI proliferation, DNA synthesis is measured as
described previously (49). Briefly, 50-80% confluent celis were washed with PBS and incubat
ed in serum-free medium for 48 hours for VSMCs and 24 hours for IRPTCs, respectively. Four
hours before harvesting the cells, 0.25 pCi/ml 13H] thymidine were added into the medium.
Cells were washed twice with PBS, fixed with ethanol/acetic acid (3: J,v/v), and the acid insol
uble matenal was precipitated with ice-cold PCA. Then, the DNA was extracted in I ml of 0.5
N perchioric acid (PCA) at 80 oC. Supernatants were transferred to plastic tubes, and counted
in a scintillation counter. The experiments were performed in triplicate and repeated at least 3
times.
[3H] Ieucine incorporation — To determine cellular hypertrophy, [3H] leucine incorporation was
measured. Cells were grown in 24-well plates, made quiescent in serum-free medium for 48
hours for VSMCs or 24 hours for IRPTCs, respectively. Ceils were pulsed with 0.5 pCi/ml [3H]
leucine for 24 hours, then, washed three times with PBS. Cellular proteins were precipitated
for 30 minutes at 4 oC with Tnchloroacetic acid (TCA), and lipid fractions were solubilized by
washing twice with ice-cold ethanol. Precipitated proteins were resuspended in 0.25 N NaOH,
transferred
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to plastic tubes, and counted in a scintillation countet. The experiments wete performed in tripli
cate and at Ieast repeated 3 times.
FIow cytometry ana!ysïs — For measurement of forward-angle light scatter (FALS), cells were
harvested by trypsinization, fixed with 75% methanol, washed, and incubated with 100 j.g/ml
Rnase, and 10 .tg/ml propidium iodide (PI) in PBS for I hour at 37 oC. Samples were analyzed
using standard methods on a FACScan flow cytometer (Beckton Dickinson). Data were comput
er analyzed with CelI Quest Pro software (Beckton Dickinson).
Western Blotting analysis — Celis were rinsed with PBS and lysed in ice-cold RIPA buffer (50
mM Tris, pH7.4, 100 mM NaCI, 20 mM NaF, 5 mM EDTA, 1% Triton, 1 mM Na-orthovanadate,
10 cg/ml PMSF, 10 ig/ml pepstatin and leupeptin). Lysateswere centrifuged at 4 oC for 10 min
utes in a microfuge at maximum speed, and the supernatant was taken for Western blot
analysis. Thitty micrograms of protein were separated on denaturing sodium dodecyl
sulfate/10% polyacrylamide gel electrophoresis, and proteins were transferred to nitrocellulose
membrane (Hybond-C; Amersham Biosciences). Phosphorylation of AkL2IPKB was detected by
Western blotting with a phospho-specific antibody, and quantity of protein was normalized with
total Akt2. p27Kipl was detected with a specific antibody and quantity of protein was normalized
with 13—actin expression. To determine positive IRPTC lines expressing pcDNA-Myc-GLP and its
mutant Ml (pcDNA3-Myc-GLP-M1), 9E10 monoclonal antibody which recognizes Myc epitope
tag was used for Western blot detection. To detect endogenous GLP protein expression, rabbit
ployclonal antibodies against GST-GLP fusion protein, which consists of 101 amino acid resi
dues in the carboxyl terminal tail of GLP, were produced. Proteins were visualized by enhanced
chemiluminescence detection system (Amersham Biosciences). The relative densities of
Akt2/PKB, p2ZKipl, and 13—actin bands were determined with a computerized laser
densitometer. We analyzed the data quantitatively by applying a commercially available system
(Kodak ID image analysis software).
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Ceflular protein content — b assess the cellular protein content, the celis were rendete
d quies
cent for 48 hours and then harvested with 0.05% EDTA. The number of celis per weII w
as
counted, Iysed in 100 .d 2M NaOH, and cellular protein content was determined by prote
in
assay kit (Bio-Rad). BSA was used as a standard. Cellular protein content is an indicator of cel
lular hypertrophy, as shown by Mackovic-Basic et al. (50).
LP mRNA expression — b determine GLP mRNA expression, a specific RT-PCR was p
er
formed using the following primer sets; 5 -TGGTGGATGTCGGAAAGTGGC-3 (sense) and 5 -
ATGTGAGCCACMGCTACTTC-3 (antisense), correspond ing to the n ucleotide seque nces of
+2 to +23 and +393 to +414 of human GLP cDNA, respectively. Total RNAs were extracted w
ith
TRIzol reagent (Life Technologies, Inc.) according to the protocol of the supplier and quantified
by its absorbance at 260 nm, was used in RT-PCR to quantify the amount of GLP mRNA
expressed in IRPTCs. PCR reactions were performed undergoing for 5 minutes at 95 oC for in
i
tial denaturing, follow by 32 cycles of 95 oC for 30 seconds, 54 oC for 45 seconds and 72 oC
for 30 seconds and 72 oc for 5 minutes in the thermal cycler (M] Research Inc. USA). The GLP
mRNA expression was normalized with r3—actin mRNA expression with the primer sets
of -
ATGCCATCCTGCGTCTGGACCTGGC-3 (sense) and 5 -
AGCATTTGCGGTGCACGATGGAGGG-3 (antisense), corresponding to the nucleotide
sequences of +155 to 139 of exon 3, and nucleotide sequences of +155 to +139 of exon 5 of
the rat 3—actin gene, respectively (51).
Statistical analysis - Three to thirteen separate experiments were performed, and each treat
ment group was assayed in triplicate unless indicated. The data were analyzed with the Stu




Identification of GLP gene - To identify proteins that interact with the carboxyl terminal domain
of the ATIA receptor, a yeast two-hybrid screen was performed in a system which included the
ATIA (residues 295 to 359) fused to the lex A DNA-binding domain and a mouse embryo
cDNA library (37) fused to the VPI6 transactivation domain. One positive clone, A8, which con
tained 162 amino acid residues of mouse GLP (residues 371 to 533) was isolated. Clone A8
was subsequently retested in the yeast two-hybrid assay with the truncated AllA receptor
(residues 295 to 318). Although the entite ATIA carboxyl terminus domain (residues 295 to
359) interacted with mouse clone A8, the truncated fragment ATIA-T318, consisting of resi
dues 295 to 318, failed to do so. The result indicates that the region between residues 319 to
359 ofATIA s required for interaction with GLP gene in the yeast two-hybrid system. A total 23
clones were subsequently isolated from a 2gt1 I human VSMC primary cDNA library employing
mouse clone A8 as a probe. A 2.6-kb clone has a putative ATG start codon at position 228 and
contains an open reading frame of 1593-bp encoding a hydrophilic protein of 531 amino acid
residues with a calculated molecular mass of 58,564 Dalton (Figure lA). The mobility of the in
vitro translation product was in agreement with the molecular mass predicted for the 2.6-kb
clone (data not shown). An amino acid sequence database search found a similar human
cDNA from gene bank (accession numbers: AF334406; AJ319660; AK096654; AL833821; and
NM_018191). There are three amino acid differences between the 2.6 kb clone and the pub
lished amino acid sequence from gene bank, valine239 is changed to phenylalanine,
tyrosine242 to asparagine, and threonine245 to asparagine. Analysis of the 2.6 kb clone amino
acid sequence revealed that it contains a motif of seven tandem repeats similar to that of RCCI
protein. RCCI has been identifled as a GEF for Ran small G protein (52-57). Figure lB shows
the amino acid comparison between the seven tandem repeats of GLP protein. We believe that
the 2.6-kb clone is a novel GEF-like protein, and
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putativ&y named the 2.6-kb clone as GLP. Comparison of GLP and RCCI protein revealed
that GLP protein has an additional carboxyl tau (amino acid residues 368 to 531), in addition to
the seven tandem repeats motif (Figure IC). We found that the amino acid residues between
371 and 531 of GLP protein are important for the interaction with the carboxyl terminal domain
of the Ail receptor. This may explain why GLP protein has an additional carboxyl tail, whiie
RCCI protein does not.
Tissue and ceil distribution cf GLP gene - Northern blot analysis showed that GLP mRNA us
exptessed in the human heart, brain, lung, liver, kidney, pancreas, skeletal muscle and
placenta, but is particularly abundant in the kidney, pancreas, and heart (Figure 2A). GLP
mRNA was detected in cultured rat VSMCs and IRPTCs, and human HEK-293 ceils (Figure
2B). Only a single GLP transcript of about 4.0 kb was found in the human tissues and celi unes.
The 4.0 kb size is in agreement with the human cDNA published in gene bank . This may
explain why the 2.6 kb clone iacks both a polyadenylation signal AAUAAA sequence, as well as
a polyfA) tail in the 3 -untranslated terminus. GLP protein expression was also detected in rat
VSMCs and IRPTCs, and human HEK-293 ceils analyzed by Westem biotting with polycionai
antibody against last 101 amino acids of GLP (Figure 2C). The size of bands detected by West
ern blet analysis is about 58 kDa, which is similar molecular mass predicted from its protein
se que nce.
Cellular !oca!ization cf GLP gene — b determine the intracellular localization of GLP gene,
HEK-293 celis stably expressing pcDNA3-GFP-GLP were used. As shown in Figure 3, GFP
GLP protein was mainly localized in smali vacuoles in the cytoplasm, and aise ciearly on the
plasma membrane, but not in the nucleus.
Hypertrophic effects cf GLP gene in VSMCs — Although several groups have reported the GLP
sequence to the gene bank, little is known about the function of this novel gene. b determine
the biological roles of GLP gene, VSMCs stabiy expressing pLNCX-GLP (GLP) and empty
vecto r,
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pLNCX (control) were established. Morphology of VSMCs expressing pLNCX or pLNCX-GLP
after viral infection was flot changed, stili like wild VSMCs, but VSMCs expressing pLNCX-GLP
(Figure 3C) seem to be larger than contrai celis expressÏng pLNCX alone (Figure 3B).
Confluent, quiescent VSMCs were used to examine whether GLP reguiates celi growth. Figure
4A shows that [3H] thymidine incorporation, an indicator of new DNA synthesis decreased by
32% in VSMCs overexpressing GLP gene compared to the control ceils. However, [3H] leucine
incorporation, a measure of protein synthesis and also an indicator of cellular hypertrophy, sig
nificantly increased by 238% in VSMCs overexpressing GLP gene when compared to the con
trol ceils (Figure 4B). The hypertrophie effects of GLP gene in VSMCs were further demonstrat
eU by a rightward shift of the FALS, a relative measure of ceil size on flow cytometry (data not
shown). The relative ceil size, as arbitrary units, increased by 178% in VSMCs overexpressing
GLP gene eompared to the control oeIls (Figure 4C). In parallel experiments, Ang Il increased
in relative cell size by only 112% in VSMCs stimulated with 100 nM Ang Il for 48 hours (data
flot shown). As a third hypertrophie marker, total protein content was measured. Figure 4D
shows that total protein content was 2.2 folds highet in VSMCs overexpressing GLP than in
control oeils. These results demonstrate that overexpression of GLP gene induces VSMC
hypertrophy. Effect of GLP gene on phosphorylation of Akt2 in VSMCs - Activation of Akt2IPKB
has been shown to play an important role on cellular hypertrophy in VSMCs and mesangial
ceils . To explore the signaling pathways involved in GLP-induced VSMC hypertrophy, phos
phorylation of Akt2/PKB was determined by Western blot analysis. As shown in Figure 5A,
Akt2IPKB was significantly more activated in VSMCs overexpressing GLP gene than in the
control oeils. Activation of Akt2/PKB inoreased by 2.2 folds in VSMCs overexpressing GLP
gene compared to the control oeils (Figure 5B). Because cellular p27kipl level, an inhibitor for
cyclin-dependent kinase (cdk), has been demonstrated to be an indicator of cellular hypertro
phy in VSMCs, and murine and rat proximal tubular cells, cellular
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p27Kipl levels were also determined by Western biot analysis (Figure 5C). Ceiluiar p27Kipl
ptotein expression decreased by 12% in VSMCs overexpressing GLP gene compared to the
control celis (Figure 5D). These data suggest that the activation of Akt2/PKB is invoived in
VMSC hypertrophy induced by GLP gene overexpression, but that ceilular p27Kipl is not.
Effects cf a P13 kinase inhibitor, LY294002 and NADHINADPH oxidase inhibltor, DPI in VSMCS
overexpressing GLP gene — Akt2/PKB is stimulated by a number of receptor tyrosine kinases,
Ang il, and insulin, by activation of P13 kinase. interestingly, Akt2IPKB is also activated through
e P13 kinase-independent, but reactive oxygen species (ROS)—dependent pathway. To further
explore upstream signaling events of activation of Akt2/PKB, VSMCs overexpressing GLP gene
were treated with LY294002, a P13 kinase inhibitor, and DPI, an NADHINADPH oxidase
inhibitor, then activation ofAkt2IPKB and relative celi size were determined. As shown in Figure
6A, phosphorylated Akt2IPKB was significantly reduced in the oeils treated with both inhibitors
compared to the untreated ceils, as examined by Western boit analysis. Activation of Akt2/PKB
was decreased by 72% in the oeils treated with LY294002, and 50% with DPI, respectiveiy,
compared to the untreated ceils (Figure 6B). Furthermore, relative celi sizes measured by flow
cytometry were also decreased by 16% in the oeils treated with LY294002, and 45% with DPI,
respectiveiy, compared to the untreated celis (Figure 6C).
Hypertrophic effects of GLP gene in IRPTCs - Immortalized renal proximai tubular ceils
(IRPTCs) have been used as in vitro model te examine the molecuiar mechanism on Ang ii
induced ceilular hypertrophy. To confirm the cellular hypertrophie effects of GLP gene observed
in VSMCs, four IRPTC unes stably expressing pcDNA3 (control), pcDNA3-Myc-GLP (GLP),
GLP deletion mutant pcDNA3-Myc-GLP-M1 (GLP-M1) and GLP in antisense orientation
pcDNA3-GLP-AS (GLP-AS) were established. As shown in Figure fA, IRPTCs expressing
pcDNA3-Myc-GLP (GLP) and pcDNA3-Myc-GLP-M1 (GLP-M1) were determined by Western
blotting with 9E10 monoclonal
$0
antibody, which recognizes Myc epitope tag. IRPTCs expressing GLP in antisense orientation
were determined by e specific RT-PCR as shown in Figure 7B. [3H] thymidine and [3H] leucine
incorporation experiments wete performed in these four IRPTC unes. As shown in Figure 8A,
[3H] thymidine incorporation, a DNA synthesis indicator, was not significantly changed among
these IRPTC unes either overexpressing GLP (GLP), GLP in antisense orientation (GLP-AS)
and GLP mutant Ml (GLP-Ml) compared to IRPTCs transfected with pcDNA3 vector (control).
However, [3H] leucine incorporation, e measure of protein synthesis and a cellular hypertrophy
indicator, was significantly increased only in IRPTCs expressing GLP gene (GLP) compared to
IRPTCs transfected with vector (control) (Figure 8B). [3H] leucine incorporation was lower in
IRPTCs expressing GLP in antisense orientation (GLP-AS) as well as GLP mutant (GLP-M1)
compared to control (Figure 8B). The ratio of [3H] leucinel[3H] thymidine, a cellular hypertrophy
indicator, increased by 1.6 folds in IRPTCs overpressing GLP gene than in IRPTCs transfected
with pcDNA3 (data flot shown). The relative cal! size measured by flow cytometry showed that
IRPTCs expressing GLP were 17% argerthan control IRPTCs, but no changes were observed
in IRPTCs expressing GLP in antisense orientation (GLP-AS) and its mutant MI (GLP-MI)
compared to control cells as shown in Figure 8C. Moreover, total protein content, other cellulat
hypertrophy indicator, was significantly higher in IRPTCs expressing GLP than other three celis
(Figure 8D). These date indicate that GLP overexpression also induces cellular hypertrophy in
IRPTCs as well as in VSMCs. To explore the signaling pathways involved in IRPTC
hypertrophy, Akt2/PKB activation and p27Kipl protein expression were then determined in four
different celI lines. As shown in Figure 9A and B, phosphorylated Akt2/PK5 was flot changed
among these four celI lines. lnterestingly, cellular p27KipI level was significantly higher in
IRPTCs expressing GLP gene (GLP) than in other three ceil lines (Figure 90 and D). These
data demonstrate that overexpression of GLP gene induces cellular hypertrophy in both
VSMCs and IRPTCs, but by
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different mechanism(s), and the carboxyl terminai [ail of GLP and GLP gene expression ievei
play an important raie in GLP-induced celiuiarhypertrophy in IRPTCs.
Effect 0f Ang II in different IRPTC fines — Ang ii has been impiicated to induce ceiiuiar hypertro
phy in cuitured RPTCs (15,58,59). Ta expiore whetherGLP plays an important raie in Ang Ii
induced hypertrophy in IRPTCs, thtee 1RPTC unes expressing pcDNA3 (contrai), GLP in
antisense orientation (GLP-AS) and GLP mutant Ml (GLP-M1) were used, and [3H] leucine
incorporation, relative ceil size, and totai protein content were studied. As shown in Figure
IOA, Ang ii increased [3H] ieucine incorporation by 36% in contrai celis compared ta
unstimuiated ceiis, but faiied ta increase [3H] ieucine incorporation in the ceiis expressing GLP
in antisense orientation (GLP-AS) and GLP mutant Ml (GLP-Ml). Ang il aiso increased reiative
celi size by 8.9% anaiyzed by fiow cytometry as weil as totai pratein content by 46% in contrai
ceiis, but faiied ta do sa in iRPTCs expressing GLP in antisense orientation fGLP-AS) and GLP
mutant Ml (GLP-M1). These date suggest that the carboxyi terminal tau of GLP is required for
Ang ii-induced ceiiuiarhypertrophy in iRPTCs, and GLP expression levei is essentiai for Ang li
induced ceiiuiar hypertraphic effect n iRPTCs.
Ang II stimulates GLP mRNA expression in IRPTCs —we further expiored whether Ang ii regu
iates GLP gene expression in iRPTCs. iRPTCs were treated with 100 nM Ang il for indicated
time periods, and GLP mRNA expression was determined by a specific RT-PCR and its
expression was normaiized with 3—actin mRNA expression. As shown in Figure lIA and B,
Ang ii stimuiated GLP mRNA expression in a time-dependent manner. The maximai expression
of GLP mRNA was seen about 16 hours after Ang ii stimuiation. The GLP mRNA expression
stimulated by Ang ii is also a dose dependent as shown in Figure lIC and D. These date dem
onstrate that Ang ii-induced celluiar hypertrophy in iRPTCs may due to increase GLP gene
expression. Ta determine which Ang ii receptor involved in Ang Ii-stimuiated GLP mRNA
expression in iRPTCs, specific receptor antagonists, iosartan and PD123319 (10-6 M) were
added into medium with Ang li for 8 hours, GLP mRNA expression was examined. As shown in
Figure 11E and F, iosartan, but not PD123319, reversed Ang ii-increased GLP mRNA
expression, indicating that the ATI receptor is specificaiiy invaived in the reguiation of GLP
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mRNA expression in IRPTCs.
Discussion
in this study, we identify a novel GEF-like protein, GLP gene, by a yeast two-hybrid screen
ing with the carboxyl terminal domain of the ATI receptor as bait. We demonstrate
overexpression of GLP gene induces cellular hypertrophy in two different rat oeil unes,
VSMCs and IRPTCs by five parameters. 1) protein content of VSMCs and IRPTCs express
ing GLP gene was significantly higher than the control oeIls, 2) relative celi size measured
by flow cytometry was significantly bigger in VSMCs and 1RPTCs overexpressing GLP gene
than in the control oeils, 3) the ratio of [3H] ieucine/[3H] thymidine incorporation, a cellular
hypertrophy indicator, was significantly higher in VSMCs and IRPTCs overexpressing GLP
gene than in the control oeils, and 4) a greater activation of Akt2/PKB was seen in VSMCs
overexpressing GLP gene than in the control oeils, and 5) cellular p27kipl protein level sig
nificantiy increased in 1RPTCs overexpressing GLP gene compared to IRPTCs
transfected with pcDNA3 alone. We also demonstrate that the carboxyl terminal tau of GLP
gene (430 to 531 amino acids) not oniy plays an important role in GLP-induced IRPTC
hypertrophy, but is also required forAng il-induced IRPTC hypertrophy.
A amino acid sequence analysis reveaied that GLP protein contains a motif similat to that of
RCCI gene which is a GEF for smail G protein Ran (52-57). in addition to a seven tandem
repeats motif, GLP has an extra carboxyl terminai tau which the RCCI gene does flot pos
sess (See Figure IC). The carboxyl terminal domain of GLP gene (residues 371 to 531
amino acids) was identified to interact with the carboxyl terminal domain of the ATI receptor
in the yeast two-hybrid system. The GFP-GLP fusion protein is iocaiized in part in the plas
ma membrane, and the ATI receptor has also been shown to iocalize in the plasma
membrane. These data suggest that GLP protein may co-iocalize with the ATI receptotand
regulate receptorfunctions.
Because the carboxyl terminai domain of the ATI receptor has been reported to piay an
important role on the receptor intemalization, desensitization and phosphorylation (30-35),
we examined
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whether GLP regulates the receptorfunction in cultured HEK-293 oeils and VSMCs. Our stud
ies reveaIed that overexpression of GLP gene failed to change the receptor-ligand binding
activity in both celi unes (data not shown). It also did not affect the Ail receptor internalization
and desensitization in VSMCs overexpressing GLP gene, and in HEK-293 oeils co-transfected
with the Ail receptor and GLP gene (data not shown), suggesting that it may flot regulate the
receptor endocytosis process, but it may reguiate downstream signaling pathways after the
activation of the receptor.
We then investigated whether GLP gene regulates oeil growth in VSMCs. It is weII known that
the activation of the Ail receptor stimulates severai key signaling molecules invoived in ceil
growth, such as mitogen-activated protein fMAP) kinase, Erk-112, Akt2/PKB and the ceil cycle
machinery (38-43). In the present study, the activation of Erkl/2 was not changed in VSMCs
and IRPiCs overexpressing GLP gene compared to the control celis (data not shown).
However, Akt2/PKB was significantly activated in VSMCs overexpressing GLP gene (Figure
5A). Akt2/PKB is a serine/threonine protein kinase that contains a region homologous to a
pleckstrin domain (PH) that is part of a siightiy larger portion in the NH2 terminus, termed the
Akt homology domain. ihe P13 kinase product phosphatidylinositol-3,4-bisphosphate binds in
vitro directly to the PH domain and activates enzyme activity (60). AktIPKB has been shown to
be activated by factors that stimulate P13 kinase, including IGF, NGF, PDGF, and VEGF fa
number of receptor tyrosine kinases), Ang Il (GPCR), and insulin (60-62). interestingiy, Ang II
has recently been reported to activate Akt2/PKB in a P13 kinase-independent, but arachidonic
acid-dependent and redox sensitive signalling pathway (41,63-66). iaken together, these data
suggest that activation of Akt2/PKB is not oniy dependent on P13 kinase activation, but also on
reactive oxygen species signaling pathways. In the present study, we found that both
LY294002, a P13 kinase inhibitor, and DPI, an inhibitor of NADHINADPH oxidase, significantIy
decreased the relative oeil size measured
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by flow cytometry and Akt2/PKB phosphorylation in VSMCs overexpressing GLP gene
(Figure 6), supporting that the activation of Akt2/PKB is flot only dependent on P13 kinase
activation, but also on the NADH/NADPH oxidase signaling pathway. Akt2/PKB has diverse
regulatory functions. It promotes glucose transport through translocation of GLUTJ and
GLUT4 to the plasma membrane, and controls glycogen synthesis by an insulin-dependent
phosphorylation. These data demonstrate that Akt2/PKB promotes ceil growth by acting at
multiple stages of the celi cycle. Overexpression of Akt2/PKB in VSMCs has been demon
strated to induce hypertrophy and polyploidization (42).
On the other hand, the cell cycle molecular machinery has also been implicated to play an
important role in cellular hypertrophy in VSMCs and IRPTCs (40,67-69). CeIl cycle entry and
progression, the final common pathway of cell-growth response, depends on the carefully
regulated expression and activation of certain proteins, termed cyclin-dependent kinases
(ckd), and their regulatory subunits, the cyclins (40,70). For the G 1-phase, cyclin D, cyclin E,
and cyclin A play an important role (71). CycIin D complexes with cdk4/cdk6, and regulates
G J-phase progression; cyclin E/cdk2 or cyclin Ncdk2 is essential for the GuS transition; and
cyclin Ncdkl or cyclin Blcdkl or 2 initiates mitosis (72). Cdks are activated through phospho
rylation and dephosphorylation at specific sites, and this activation is controlled by cdk inhibi
tors that bind to and inhibit the activation of the cdklcyclin complex. In cellular hypertrophy,
ceIl cycle entry takes place, but the progression through cell cycle toward DNA synthesis and
mitosis is blocked. Among cdk inhibitors, p27kipl has been shown to play an important role in
celI cycle regulation. High levels of p27kipl present in quiescent (GO) cells, have been shown
to decline upon mitogen induction (73). This decrease in p27kipl appears to be critical in
enabling the cells to enter the cell cycle. Cellular p27kipl level has been shown as an indica
tor of cellular hypertrophy in VSMCs (40), and murine and rat proximal tubular cells (63-65).
Furthermore, p27Kipl regulates growth arrest in response to
$5
TGFr3, rapamycin, and contact inhibition. Thus, studies of p27kipl expression combined with
assessment of relative celI size by flow cytometry and [3H] leucine incorporation will give a
better assessment of the hypertrophic effect induced by GLP gene. lnterestingly, cellular
p27Kipl level was not changed between VSMCs overexpressing GLP gene and the control
oeils, suggesting that the hypertrophic effect of GLP gene is independent of
p27Kiplexpression in VSMCs. However, cellular p27Kipl expression significantly increased in
IRPTCs overexpressing GLP gene, indicating that, unlike in VSMCs, the hypertrophic effect of
GLP gene is dependent of celi cycle regulation in IRPTCs. IRPTCs were chosen as a second
in vitro model to investigate the hypertrophic effect of GLP gene in addition to VSMCs. The
experiments are designed to eliminate the possibility of side effects due to retroviral proteins,
which was used to infect VSMCs in order to deliver the plasmid DNA into the cells. Although
the relative cell size of the control cells (pLNCX) measured by flow cytometry was the same
as that of uninfected VSMCs (data flot shown), the hypertrophy observed could flot be com
pletely ruled out as a vital of rival protein s side effect . The results obtained from RPTCs
overexpressing GLP gene with increased [3H] leucine incorporation combined with a higher
p27Kipl expression clearly demonstrated that the cellular hypertrophic effect was dependent
on GLP gene s overexpression. Because the mRNA components of the renin-angiotensin
system, including angiotensinogen, rennin, ACE, and ATI receptor are aIl expressed in murine
(rat and mouse) proximal tubular cell mes IRPTCs can be used to further investigate the
molecular mechanisms of Ang Il- or high glucose-induced hypertrophy. In the present study,
we demonstrated that Ang Il, as a hypertrophic agent, indeed significantly stimulates GLP
mRNA expression in rat IRPTCs. Similar results were observed in rat VSMCs and kidney
mesangial ceils. These date indicate that GLP gene expression may be important in Ang II
induced cellular hypertrophy in cultured ceils.
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In summary, we have identified a nove! GEF-like protein, GLP gene, that induces cellutar
hypertrophy in cultured VSMCs and IRPTCs. The signaling pathways involved in the cellular
hypertrophic effect of GLP gene are different in these two celI types. In VSMCs, the activation
of Akt2/PKB plays an important role, while in IRPTCs, cellular p2fkipl expression plays an
important rote. The activation of Akt2IPKB in VSMCs seems to be P13 kinase- and reactive
oxygen species- dependent. Furthermore, the carboxyl terminal tau of GLP plays an important
role in GLP- as weII as Ang ll-induced cellular hypertrophy in IRPTCs.
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Figure legends
Figure 1. A, sequence of human GLP cDNA and its predicted amino acid sequence. B, compar
ison of seven tandem repeats motif with their amino acid sequences. C, structure comparison
of human GLP and RCCI genes. GLP contains a seven tandem repeats motif similar to that of
RCCI protein. RCCI is a GEF for small G protein Ran, which belongs to the Ras small GTPase
superfamily. Number of amino acids in each tandem repeat are indicated. Putative ATI receptor
binding site is also shown in the carboxyl terminal domain of GLP gene.
Figure 2. GLP mRNA expression in different human tissues (A) and celI types (B). GLP protein
expression in different celi types (C).
Figure 3. Intracellular Iocalization of GFP-GLP in HEK-293 celis expressing a pcDNA3-GFP-
GLP fusion ptotein observed with a fluorescence microscope (A). GLP overexpression induces
bigger celi size in VSMCs visualized with a light microscope. VSMCs infected with pLNCX (B),
and pLNCX-GLP (C), magnification: X200.
Figure 4. GLP gene induces cellular hypertrophy in VSMCs. Sub-confluent VSMcs were serum
starved for 48 hours, then incubated with [3H] thymidine or [3H] leucine for 4 hours or 24 hours
respectively, before harvesting the celis. Radioactive incorporation was counted. For [3H]
thymidine incorporation experiments (A), n=6; and [3H] leucine incorporation experiments (B), n
=8; p< 0.001. Relative celI size determined by flow cytometry as described in Materials and
Methods (C). Cell viability (assessed by PI staining) was greater than 90% in each experiment.
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FSC was expressed as arbitrary units, and the histogram of mean average ceII size are
shown (n=8, *p< 0.001). Total protein content expenment is shown in D (n=5, *< 0.001).
Figure 5. Effect of GLP gene on the phosphorylation of Akt2/PKB prote in and ceilular
p27Kiplprotein expression in VSMCs. A, a representative Western blot of phosphorylated
Akt2/PKB. Ail blots wete independently repeated, and quantification was done by laser densit
ometry (B), n=8; *p<o 001 C, a representative Western biot of p27Kipl protein expression;
ail blots were quantifïed by laser densitometry (D), n=4. Ail experiments were performed in
du plicate.
Figure 6. Effect of LY294002 and DPI on phosphorylation of Akt2 and relative celi size in
VSMCs overexpressing GLP gene. b determine upstream signaling pathways of activation of
Akt2/PKB, a P13 kinase inhibitor, LY294002, and an NADH/NADPH oxidase inhibitor, DPI,
were used in VSMCs overexpressing GLP gene. A shows a representative Western blotting
resuit of phosphorylation of Akt2/PKB. B shows a histogram of percentage decrease by
LY294002 and DPI on phosphorylation of Akt2 in VSMCs overexpressing GLP gene,
LY294002 (n=3, *p< 0.001), and DPI (n=3, **p< 0.001), respectively. C shows the effect of
LY294002 and DPI on the relative oeil size measured by flow cytometry, LY294002 (n=3, *p<
0.05) and DPI (n=3, **p< 0.001), respectively. AIl expenments were performed in dupiicate.
Figure 7. Establishment of IRPTC unes stabiy expressing pcDNA3-Myc-GLP (GLP), GLP
deletion mutant Ml pcDNAS-Myc-GLP-M1 (GLP-M1), and GLP in antisense orientation (GLP
AS). IRPTC lines expressing pcDNA3-Myc-GLP (GLP) and its mutant Ml (GLP-M1) were
determined with Western biot analysis using 9E10 monoclonal antibody against Myc epitope
tag
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sequences (A). IRPTC lines expressing GLP in antisense orientation (GLP-AS) were deter
mined by RT-PCR as described in Materials and Methods, GLP mRNA expression in control
and GLP celis are also shown (B).
Figure 8. Effect of GLP gene on cellular hypertrophy in different IRPTC unes. Fifty percent con
fluent IRPTCs transfected with pcDNA3 (Control), pcDNA3-Myc-GLP (GLP), GLP in antisense
orinetation (GLP-AS), and GLP mutant M, pcDNA3-Myc-GLP-M1 (GLP-M1) were serum
starved for 24 hours, then incubated with [3H] thymidine or [3H] leucine for 4 hours or 24
hours, respectively before harvesting the celis. [3H] thymidine (A) and [3H] leucine (B) incor
poration expenments wete performed (n=5, *p< 0.01). Relative oeil sizes were determined with
flow cytometry (C) (n=4, *p< 0.05). Total protein content experiments were shown in D (n=4,
*p<001)
Figure 9. GLP oevrexpression induces p27Kipl protein expression, but not activation of
Akt2/PKB in different IRPTC unes. A, a representative Western blot of phosphorylated
Akt2IPKB in different IRPTC lines, pcDNA3 (control), pcDNA3-Myc-GLP (GLP), GLP in
antisense orientation (GLP-AS), and GLP mutant Ml (GLP-Ml); ail blots were quantified by
laser densitometry (B). C, a representative Western biot of p27Kipl protein expression and aH
blots were quantified by laser densitometry (D). AIl experiments were performed four times
and *p<001
Figure 10. Effect of Ang ll-induced hypertrophy in different IRPTC lines. Three IRPTc lines
were used, pcDNA3 (control), GLP in antisense orientation (GLP-AS), and GLP mutant Ml
(GLP-M1). Semi-confluent IRPTCs were semm-starved for 24 hours, then incubated with or
without 10-7 M Ang li for 24 hours. For [3H] leucine incorporation experiments, [3H] leucine
was added at same
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time when Ang II was added into medium (A), n =4; *p< 0.05. Relative celi size was deter
mined by flow cytometry (B, n=3, *p <0.05). Total protein content experiment is shown in C
(n=5, *p<00l)
Figure 11. Ang Il stimulates GLP mRNA expression in a time- and dose-dependent manner
in IRPTCs. GLP mRNA was determined by specific RT-PCR. The GLP mRNA expression
was normalized with 13-actin mRNA expression. A, time course of Ang li on the regulation
of GLP mRNA expression in IRPTCs. Ceils were stimulated with 100 nM Ang Il for indicat
ed time periods. B, GLP mRNA expression was quantified by laser densitometry from 4
experiments. C, effects of different concentration of Ang Il on the regulation of GLP mRNA
in IRPTCs. CelIs were stimulated with indicated concentration of Ang Il for 16 hours. D,
GLP mRNA expression was quantified by laser densitometry from 4 experiments. E, Ang Il
type I receptor, but flot type 2 receptor, is specially involved in Ang ll-stimulated GLP
mRNA expression in IRPTCs. CelIs were stimulated with 100 nM Ang Il with subtype specif
10 receptor antagonists, losartan and PD123319 for 8 hours. F, GLPmRNA expression was
quantified by laserdensitometryfrom 3 experiments (*p <0.05 and p< 0.01).
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II a été démontré dans le premier article que la surexpression du gène GLP induit de
l’hypertrophie cellulaire dans les VSMCs et les IRPTCs. Le second article s’intéresse aux
mécanismes moléculaires impliqués autant dans la régulation de l’expression de l’ARNm
de GLP que dans l’induction, par GLP, d’hypertrophie cellulaire dans les IRPTCs. L’article
suivant montre l’état de ces études.
Angiotensin II stimulates a novel angiotensin II type 1 receptor-associated protein, GLP
gene expression in rat kidney proximal tubular celis mechanism of GLP-induced cellular
hypertrophy.
Rôle des différents coauteurs
Dr. Dengfu Guo m’a conseillé et dirigé sur les expériences à effectuer. Isabelle Chénier
m’a conseillée et m’a apporté une aide technique importante. Karim Glielima a fourni une
aide importante en effectuant des expériences sur les IRPTCs donnant lieu à une figure
dans l’article. Annick Desjardins a fourni une aide technique. Dr. John S. D. Chan a
contribué par le biais de différentes discussion à la rédaction de l’article. Dre.Julie R.
Ingelfinger nous a grâcieusement fait don de la lignée d’IRPTC. Dre. XiangMei Chen a
contribué par le biais de différentes discussion à la rédaction de l’article. finalement, j’ai
effectué la majorité des expériences concernant les IRPTCs.
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Angiotensin II Stimulates a Novel Angiotensin II Type I Receptor-Associated
Protein, GLP Gene Expression in Rat Kidney Proximal Tubular Ceils: Mecha
nism of GLP-Induced Cellular Hypertrophy
VALERIE TARDIF, KARIM GHELIMA, ANNICK DESJARDINS, JULIE R INGELFINGER,
ISABELLE CHENIER, XIANGMEI CHEN, JOHN S.D. CHAN and DENG-FU GUO
Department of Medicine (V.T., K.G., A.D., J.S.D.C, I.C., D.F.G.), University of Montreal and
Research Center, CHUM-HoteI-Dieu Hospital, 3850, St-Urbain, Montreai, Quebec, Canada, H2W
I T8; Harvard Medical School (J.R.i.), Massachusefts General Hospital, Pediatric Nephrology Unit,
Boston, MA. U.S.A. 02114-3777; Department of Nephrology (X.M. C), General Hospitai of the Peo
pie Liberty Army, Be/ing, China, 700853
Abbreviations: Ang II, angiotensin II; GLP, GEF-like protein; IRPTC, immortalized renal proximal
tubular celI; ACE, angiotensin-converting enzyme; FBS, fetal bovine serum; MAPK, mitogen
activated protein kinase; PBS, phosphate-buftered saline; TCA, trichloroacetic acid; GEF,
GDP/GTP exchange factor; DPI, diphenylene iodonium chloride; EGF, epidermal growth factor;
P13 kinase, phosphatidylinositol 3 kinase; PDGF, platelet derived growth factor; PKC, protein
kinase C; JAK, Janus kinase; ROS, reactive oxygen species; RT-PCR, reverse transcription
polymerase chain reaction; PLC, phospholipase C; GPCR, G-protein coupled receptor; VAMC,
vascular smooth muscle celis
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Abstract
We have recently demonstrated that a novel angiotensin II (Ang II) type I receptor-associated
protein, GLP induces cellular hypertrophy in rat immortallzed renal proximal tubular ceils (IRPTCs).
The present studies investigated which signalling pathways are involved in Ang Il stimulated GLP
mRNA expression, as weII as GLP-induced cellular hypertrophy in IRPTCs. Cellular GLP mRNA
expression was determined by reverse transcription polymerase chain reaction. Ang II stimulated
GLP mRNA expression in a time-, dose-, and AT1 receptor-dependent manner in IRPTCs. The maxi
mal induction of GLP mRNA expression was observed about 16 hours after celis were exposed to
Ang II. The effect of Ang II was blocked by epidermal growth factor receptor inhibitor, AG1478, PKC
inhibitor, GF109203X, MAPK kinase inhibitor, PD98059, antioxidants, taurine and tiron, and
NADH/NADPH oxidase inhibitor, DPI, whereas, no effects were observed on Ang H-induced GLP
mRNA expression with p38 MAPK inhibitors, SB203580 and PD169316, and Janus kinase 2
inhibitor, AG490. IRPTCs stably expressing GLP gene significantly increased reactive oxygen spe
cies (ROS) generation compared to control IRPTCs analyzed by lucigenin assay. Furthermore,
NADH/NADPH oxidase inhibitor, DPI, and antioxidants taurine and tiron inhibited GLP-induced total
protein content and de novo protein synthesis. These studies demonstrated that the stimulatory
action of Ang II on GLP mRNA expression in IRPTCs is mediated by multiple signal mechanisms,
transactivation of EGF receptor and subsequent MAPK activation, PKC activation and ROS
generation. Furthermore, the cellular hypertrophic effect of GLP gene in IRPTCs is mediated at least
in part via ROS generation.
Keywords: AT1 receptor; angiotensin Il; cellular hypertrophy; gene expression; renal proximal tubuar
cells; reactive oxygen species.
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The pivotai tole of giomerular hypertension and hyperfiitration in the pathogenesis of chronic renai
failure has been intensiveiy studied (1). A growing body of evidence indicates that angiotensin il
(Ang Il), besides other factors, may directiy or indirectiy piay an important role on the adaptative
aiterations in glomerular haemodynamics after loss of functioning nephrons (2). On the other hand,
the pivotai roie of compensatory hypertrophy has been more recentiy recognized in the maiadaptive
processes associated with a reduction in renal tissue Ieading to fixed structural damage and pro
gression towards end-stage renai failure (3,4). Eniargement of proximai tubuiar ceiis principaily con
stitutes compensatory hypertrophy (5). Ciinicai triais and animal studies demonstrated that angioten
sin-converting enzyme (ACE) inhibitors and Ang ii receptor biockers prevented renal proximal
tubular ceiiuiat hypertrophy (6-8), supporting the importance of Ang II in the pathogenesis of renai
diseases. In vitro, Ang li has aiso been shown to stimuiate celiuiar hypertrophy in different ceii types
inciuding renal proximai tubuiar celis, giomeruiar mesangial ceiis and vascuiar smooth muscie celis
(9-17).
The physiologicai actions of Ang Ii are mediated by two major subtypes of G-protein coupied recep
tors (GPCR), termed ATI and A12 (18-21). Most known actions ofAng il are beiieved to be mediat
eU through Ail receptors, whereas the function of AT2 receptors may be the opposite of ATI recep
tors (22-26). AT1 receptor activation ieads to ceii growth, vascuiar contraction, infiammatory
responses and sait and water retention, whereas AT2 receptor induces apoptosis, vasodiiation and
natriuresis (22). ihese effects are mediated via compiex, interacting signaiing pathways invoiving
stimulation of phosphoiipase C (PLC) and Ca2+ mobilization; activation of protein kinase C (PKC),
MAP kinases and NADHINADPH oxidase, and stimulation of gene transcription (17,27,28). in
addition, Ang il activates many intraceiluiar tyrosine kinases that piay a roie in growth signaiing and
inflammation, such as Src, Pyk2, FAK and JAKISTAT (29-32). These events may be via direct or
indirect transactivation of tyrosine kinase receptors, including epidermai growth factor (EGF) and
piatelet derived growth factor (PDGF) receptors (33,34).
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We recently demonstrated that a novel Ail receptor-associated protein, GLP, may play a pivotai
role for the induction of cellular hypertrophy in IRPTCs and VSMCs (35). We reported that
overexpression of GLP gene in the sense orientation, but flot GLP gene in the antisense
orientation, induces IRPTC hypertrophy. In the present studies, we investigated whether Ang II
stimulates IRPTC hypertrophy via induction of GLP mRNA expression in IRPICs. Subsequentiy,
we studied which signal transduction pathway(s) are involved in Ang Ii-induced GLP mRNA expres
sion and how GLP induces cellular hypertrophy in IRPICs. We report here that transactivation of
the EGF receptor, and subsequent activation of the extracellular signal-regulated kinase (ERKI/2)
of MAPK, as wel) as PKC activation and reactive oxygen species (ROS) generation are important
for Ang II-induced GLP mRNA expression in IRPTCs. We also demonstrate that ROS generation




Diphenylene iodonium chloride (DPI, an jnhjbjtor of NADH/NADPH oxidase), taurine, an antioxidant,
tiron, a superoxide scavenger, and lucigenin were purchased from Sigma, St-Louis, MO. Fetal bovine
serum (FBS), restriction enzymes and Taq DNA polymerase were from Invitrogen Inc., Burlington,
Ontario, Canada. AG490, an inhibitor of JAK2 kinase, AG1478, an inhibitor of EGF receptor,
SB203580 and PD169316, inhibitors of p38 MAP Kinase, PD98059, an inhibitor of ERKII2 MAPK
kinase (MEK), and bisindolylmaleimide (GF109203X, an inhibitor of PKC) were obtained from
Calbiochem, San Diego, CA.
Ceil culture
IRPICs at passage 11-18 were used in the present studies. Their characteristics have been
described previously (35). These celis express the mRNAs 0f the renin angiotensin system compo
nents including angiotensinogen, renin, angiotensin converting enzyme (ACE), and Ail and A12
receptors (36,37). IRPTCs were grown in 100-mm plastic petri dishes (Sarstedt Inc.) in normal glu
cose (5mM glucose DMEM, pH 7.45) supplemented with 5% fetal bovine serum (FBS; Invitrogen,
Inc.). The cells were grown in a humidified atmosphere in 95% airl5% C02 at 37 OC and passaged
three times a week by harvesting with trypsinlEDiA. Celis were synchronized for 24 hours in serum
free 5 mM DMEM medium at 75-80% confluence before the experiments.
Plasmid DNA
b establish IRPTCs stably overexpressing GLP gene in the sense orientation, pcDNA3-Myc-GLP,
was constructed as described previously (35), and transfected into the cells by electroporation
(BioRad). Briefly, 4 .tg DNA were added into 400 il of 107 cells/ml in PBS buffer and pulsed at 400
volt and 500 tF for transfection. After two weeks of G418 (600 jig/ml) selection, positive ceil lines
were determined by Western blot analysis as described previously (35).
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Measurement of GLP mRNA expression
b determine GLP mRNA expression, a specific RT-PCR was performed using the following primer
set; 5 -AGTCATGGTGGATGTCGGAAA-3 (sense) and 5 -ATGTGAGCCACAAGCTACTTC-3
(antisense), corresponding to the nucleotide sequences of-4 to +17 and +393 to +414 of human GLP
cDNA, respectively. Total RNAs were extracted with TRizol reagent (Life Technologies, Inc.) accord
ing to the protocol of the supplier and quantified by its absorbance at 260 nm, and used in RT-PCR ta
quantify the amount of GLP mRNA expressed in IRPTCs. PCR reactions were performed as follows;
5 minutes at 95 oC for initial denaturation, followed by 32 cycles of 95 oC for 30 seconds, 56 oC for
45 seconds and 72 oC for 30 seconds with a final 5 minutes at 72 oc in the thermal cycler (MJ
Research Inc. USA). The GLP mRNA expression was normalized with f3—actin mRNA expression with
the primer sets of 5 - ATGCCATCCTGCGTCTGGACCTGGC-3 (sense) and 5 -
AGCATTTGCGGTGCACGATGGAGGG-3 (antisense), corresponding to the nucleotide sequences
+155 to 139 of exon 3, and nucleotide sequences +155 ta +139 of exon 5 of the rat f3—actin gene,
respectively (38).
Measurement of ROS generation in IRPTCs
ROS production was determined by the lucigenin method (39) with minor modifications. Briefly, cells
were trypsinized and collected by centrifugation, and the pellet was washed in modified Krebs buffer
containing NaCI (130 mM), KCI (5 mM), MgCl2 (1 mM), CaCl2 (1.5 mM), K2HPO4 (1 mM), and
HEPES (20 mM), pH 7.4. After washing, the cells were resuspended in Krebs buffer with 1 mg/ml
BSA, and the celI concentration was adjusted to I X 107 cells in 900 tl buffer. b measure ROS
production, the ceIl suspension was transferred into plastic tubes and assessed in a luminometer (LB
9507, Berthold, Wild-bad, Germany). Measurement was started by an injection of 100 pi lucigenin
(final concentration, 50 mM) and with orwithout 10-7 M Ang Il.
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Photon emission was counted every 1 min for up to 15 min. Modifled Krebs buffer was used as a
control (blank).
[3H] leucine incorporation
b determine cellular hypertrophy, [3H] leucine incorporation was measured. Cells were grown in
12-well plates, and made quiescent in serum-free medium for 24 hours. CeIls were pulsed with 0.5
!ICi/ml [3H] leucine for 24 hours, then, washed three times with PBS. Cellular proteins were precipi
tated for 30 minutes at 4 oC with Trichioroacetic acid (TCA), and lipid fractions were solubilized by
washing twice with ice-cold ethanol. Precipitated proteins were resuspended in 0.25 N NaOH, trans
ferred ta plastic tubes, and counted in a scintillation counter. The experiments were performed in
triplicate and repeated at least 3 times.
Western blofting analysis
CelIs were rinsed with PBS and lysed in ice-cold RIPA buffer (50 mM Tris, pH7.4, 100 mM NaCI, 20
mM NaF, 5 mM EDTA, 1% Triton, I mM Na-orthovanadate, 10 jtg/ml PMSF, 10 .tg/ml pepstatin and
leupeptin). Lysates were centrifuged at 4 oC for 10 minutes in a microfuge at maximum speed, and
the supernatant was taken for Western blot analysis. Thirty micrograms of protein were separated
on denaturing sodium dodecyl sulfate/10% polyacrylamide gel electrophoresis, and proteins were
transferred to a nitrocellulose membrane (Hybond-C; Amersham Biosciences). Phosphorylation of
ERKI/2 MAPK was detected by Western blotting with a phospho-specific antibody, and quantity of
protein was normalized with total ERKI/2 MAPK protein expression. The relative densities of
phospho-ERK1/2 and total ERKII2 MAPK bands were determined with a computerized laser
densitometer. We analyzed the data quantitatively by applying a commercially available system
(Kodak 1D image analysis software).
Ce(Iular protein content
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To assess the cellular protein content, the celis were rendered quiescent for 48 hours and then har
vested with 0.05% EDTA. The number of celis per well was counted, lysed in 100 d 2M NaOH, and
cellular protein content was determined by protein assay kit (Bio-Rad). BSA was used as a
standard. Cellular protein content is an indicator of cellular hypertrophy, as shown by Mackovic
Basic et al. (40).
Stafistical analysis
Three to eight separate experiments were performed, and each treatment group was assayed in
triplicate unless indicated. The data were analyzed with the Student’s t4est or analysis variance. A
probability level of p< 0.05 was considered as statistically significant.
Resuits
Amino acid sequence comparison ofhuman and mouse GLP
We isolated human GLP cDNA from a human primary VSMC cDNA library. The predicted amino
acid sequence revealed that GLP encodes a 531-amino acid protein with a calculated molecular
mass of 58 kDa. A search in the Gene Bank database found that the mouse and rat GLP sequenc
es have been reported. Mouse and rat GLP also encode a 531-amino acid protein, and have 96%
and 94% similarity with human GLP, respectively. As shown in Figure 1, only 21- and 24-amino acid
residues are different between human and mouse GLP, and human and rat GLP, respectively, mdi
cating its high conservation in mammals. Analysis of the GLP protein sequence revealed that it con-
tains a seven tandem repeats motif, which is similar to that of RCCI, a GEF for the small G-protein
Ran (41-44). Each of the seven tandem repeats in GLP contains 51 to 53 amino acid residues,
which, in order, are 51, 53, 53, 53, 52, 52 and 53 amino acids long from the starting codon of
methionine.
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Ang Il stimulates GLP mRNA expression in IRPTCs
Our previous study has revealed that GLP overexpression induces cellular hypertrophy in cultured
IRPTCs (35). Because GLP was identified as an Ail receptor-associated ptotein and Ang Il stimu
lates cellular hypertrophy in IRPTCs (35), we explored whether Ang Il regulates GLP mRNA expres
sion in IRPTCs. IRPTCs wete treated with 100 nM Ang II for the indicated time periods, and GLP
mRNA expression was determined by a specific RT-PCR and its expression was normalized with
J3—actin mRNA expression. As shown in Figures 2A and 2B, Ang Il stimulated GLP mRNA expression
in a time-dependent manner. Ang II significantly stimulated GLP mRNA expression 8 hours after ceils
were exposed to the agonist. The maximal expression of GLP mRNA was seen as a 1.8 folds
increase 16 hours after Ang Il stimulation compared to control cells. The GLP mRNA expression stim
ulated by Ang Il is also dose dependent as shown in Figures 3A and 3B. These data clearly demon
strate that Ang Il stimulates GLP mRNA expression in IRPTCs.
Ang II stimulates GLP mRNA expression via A TI receptor, but notA T2 receptor signaling
b determine which Ang Il receptor is involved in Ang ll-stimulated GLP mRNA expression in
IRPTCs, specific receptor antagonists, losartan (10-6 M) and PD123319 (10-7 M), were added into
the medium with Ang Il for 16 hours, and GLP mRNA expression was then examined. As shown in
Figures 4A and 4B, losartan, but not PD123319, completely reversed Ang ll-increased GLP mRNA
expression, indicating that the Ail receptor is specifically involved in the regulation of GLP mRNA
expression in IRPTCs.
Transactivation 0f EGF receptor is involved in Ang II-induced GLP mRNA expression in IRPTCs
In vitro evidence suggests that ATI-induced EGF receptor transactivation and cross-talk between
Ail and EGF receptor signalling cascades are important for some of the trophic effects
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of Ang Il. Ang II induced EGF receptor, Shc phosphorylation, and associated ERKJI2 MAPK activa
tion are downstream signaling events of transactivated EGF receptor. As shown in Figures 5A and
5B, the EGF receptor specific inhibitor, AG1478 completely blocked Ang II-induced GLP mRNA
expression in IRPTCs, suggesting that the transactivation of the EGF receptor is important for Ang
II-induced GLP mRNA expression. To further determine the downstream event(s) of the
transactivation of the EGF receptor signaling pathway, the ERK1I2 MAPK kinase (MEK) inhibitor,
PD98059 was used, and it completely inhibited Ang ll-induced GLP mRNA expression, indicating
that subsequent activation of ERK1/2 MAPK is involved in Ang Il s effect on GLP mRNA expression
in IRPTCs.
PKC and ROS generation are involved in Ang II-induced GLP mRNA expression in IRPTCs
It is welI documented that Ang II evokes PKC activation via PLC and DAG in many ceil types
including IRPTCs (10,45). We then investigated whether the activation of PKC is involved in Ang II
induced GLP mRNA expression in IRPTCs. Ceils were treated with PKC inhibitor, GF109203X, and
GLP mRNA expression was determined. As shown in Figures 6A and 6B, GF109203X significantly,
but not completely, inhibited Ang II-induced GLP mRNA expression.
Recent studies have shown that Ang II also activates ROS generation at Ieast in part via the
NADH/NADPH oxidase pathway (46,47). We further studied whether ROS generation is involved in
Ang II-induced GLP mRNA expression in IRPTCs. DPI, an inhibitor of NADHINADPH oxidase (10-
6 M) was added in the cells with Ang 11(10-7 M) for 16 hours. As shown in Figures 6A and 6B, DPI
significantly, but not completely, inhibited Ang II-induced GLP mRNA expression in IRPTCs. Tiron
(10-4 M), a superoxide scavenger and taurine (5 x 10-3 M), an antioxidant, also partially inhibited
Ang II-stimulated GLP mRNA expression. These resuits suggest that the activation of the PKC and
ROS generation pathways are at Ieast in part involved in Ang II-stimulated GLP mRNA expression
in IRPTCs.
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p38 MAPK and JAK2 are flot involved in Ang II-induced GLP mRNA expression in IRPTCs
Finally, we investigated whether the p38 MAPK and JAK-STAT pathways are involved in Ang Il
induced GLP mRNA expression in IRPTCs. SB203580 and PD169316, inhibitors cf p38 MAPK, and
AG490, an inhibitor cf JAK2 kinase were used. As shown in Figures 7A and 7B, these inhibitors did
not affect Ang ll-induced GLP mRNA expression in IRPTCs. These flndings indicate that perhaps
the p38 MAPK and JAK2 kinase pathways are not involved in Ang ll-induced GLP mRNA expres
sion in IRPTCs.
ROS generation is involved in GLP-induced IRPTC hypertrophy
In previous studies, we demonstrated that overexpression of GLP in the sense orientation
induces IRPIC hypertrophy with increasing expression of p27Kipl protein (35). However, the pre
cise mechanism of how GLP induces IRPTC hypertrophy is stili unknown. Since oxidative stress
has been shown to be a common manifestation and a mediator of cardiovascular, neurological and
numerous other complications of chronic renal failure, we then investigated whether GLP
overexpression increases ROS generation in IRPTCs. As shown in Figure 8, IRPTCs stably
expressing GLP gene significantly increased ROS generation by 2.2 folds compared to control
IRPTCs. These data clearly demonstrate that GLP overexpression increases ROS generation in
IRPTCs.
We further investigated whether the activation of ERK1I2 MAPK is involved in GLP-induced
IRPTC hypertrophy. A phospho-specific antibody against ERK1/2 MAPK was used to determine the
phosphorylated state of ERK1/2 MAPK in IRPTCs expressing GLP gene in the sense orientation
and control ceils. As shown in Figure 9, no significant change of the phosphorylation ERKI/2 MAPK
was observed. This result indicates that the transactivation of the EGF receptor and subsequent
activation of ERK1/2 MAPK pathway is not involved in GLP-induced IRPTC hypertrophy.
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Inhibition of GLP-induced IRPTC hypedrophy by antioxidant agents
We then studied whethet antioxidant agents block GLP-induced IRPIC hypertrophy.
IRPTCs expressing GLP gene was tteated with DPI (1 0-6 M), an inhibitor of NADH/NADPH
oxidase, taurine (5 x 10-3 M), an antioxidant and tiron (10-4 M), a superoxide scavenger for 24
hours and protein synthesis was measured by [3H] leucine incorporation assays. Protein synthesis
was signiflcantly inhibited with DPI, tiron and taurine as shown in Figure IOA. Similar resuits were
obtained with a total protein content assay as shown in Figure lOB. These findings support that
ROS generation may play an important role in GLP-induced IRPTC hypertrophy.
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Discussion
In the present studies we demonstrated that Ang II stimulates GLP mRNA expression in a time-,
dose-, and Ail receptor-dependent manner in IRPTCs. We identified that transactivation of the EGF
receptor, PKC activation and ROS generation play an important role in Ang II-stimulated GLP mRNA
expression in IRPTCs. Furthermore, we observed that ROS generation plays a pivotai role in GLP
induced IRPTC hypertrophy. Since Ang II, as a single hypertrophic agent responsible for IRPIC
hypertrophy, stimulates GLP gene expression in renai tubular ceils, and GLP gene induces tubular
celi hypertrophy, we speculate that a positive feedback mechanism exists between Ang II and GLP
function on cellular hypertrophy of renal proximal tubular ceils. These studies may provide a novel
molecular mechanism of how Ang Il induces celiular hypertrophy in renal proximal tubular ceils.
An increasing number of studies suggest that structure changes in the tubularinterstitial architecture
are a major determinant in the progression of renal disease (47). Quiescent tubular celis can either
undergo hyperpiasia or hypertrophy, two totally different growth responses (48,49). Hyperplasia of
the tubular celis is defined as the mitotic regeneration of tubular ceils with stimulated DNA synthesis
and subsequent mitosis. In contrast, hypertrophic ceHs increase their size, their protein and RNA
contents, but normally do not duplicate their set of chromosomes (5,50,51). Compensatory renal
enlargement following chronic loss of nephrons is a classical example of tubular hypertrophy (5,50).
In addition to the compensatory mechanism of tubular hypertrophy, a variety of vasoactive peptides
such as Ang II have been reported to be major growth factors responsible for tubular celi hypertrophy
(5,52). For example, osmotic minipump infusion of Ang Il into animais for 14 days induces hypertro
phy of the proximal tubule (53).
One of the major signal transduction pathways that links the activation of the Ail receptor to nuclear
events necessary for celi growth is the MAPK cascade (33,54,55). The classical MAP kinase cas
cade involves growth factor-induced activation of Raf-l kinase, a serine/threonine kinase
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that phosphorylates and activates the MAPK kinases, MEK-J/2, a dual-specificity kinase that acti
vates the 44- and 42-kDa isoforms of ERK-1/2 MAPK, by phosphorylation on specific threonine and
tyrosine residues. Activated ERK-1/2 can then translocate to the nucleus where it phosphorylates a
number of transcription factors, including serum responsive element (SRE) binding factors, leading
to enhanced trancription of multiple genes. Several studies have shown that cross communication
between the AT1 and EGF receptor is required for the activation of the MAPK cascade (33). The
biological significance of the transactivation of the EGF receptor by Ang II has been shown to be
important for Ang ll-induced VSMC hypertrophy. Inhibition of the EGF receptor function attenuates
the activation of ERK1/2 MAPK and phosphoinositide 3-kinase (P13) pathway, subsequently sup-
presses eukaryotic translation initiation factor 4E and 4E binding protein 1 phosphorylation, and
reduces protein synthesis. In the present study, we demonstrated that the transactivation of the EGF
receptor signaling cascade is important for Ang II-induced GLP mRNA expression in IRPTCs, but
not for GLP-induced IRPTC hypertrophy. Taken together, these findings suggest that the
transactivation of the EGF receptor by Ang II may indirectly have an effect on cellular hypertrophy in
IRPTCs via increasing expression of GLP gene product.
It is well documented that Ang II evokes PKC activation via PLC and DAG in VSMCs and IRPTCs
(10,57,58). PKC is a complex family of at least 11 isoenzymes classified into 3 groups: classic PKCs
(PKC-Œ, -f31, -f311 and ‘y), which require diacylglycerol (DAG), phospholipids, and Ca2+ for full activity;
novel PKCs (PKC-6, -E,
-1, and -0), which are phospholipid- and DAG-dependent, but Ca2+-
independent; and atypical PKCs (PKC-Ç
- and
-p), which require only phospholipids (59-62).
Among those, 9 are activated by the lipid second messenger DAG. GF109203X is a specific PKC
inhibitor of both Ca2+-dependent and -independent isoforms. It partially inhibited Ang II-induced
GLP mRNA expression in IRPTCS, suggesting that the activation of PKC may play an important role
in the regulation of GLP gene expression. Ihe studies are underway in our laboratory on which sub
type of PKC isoforms is important for Ang Il
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induced GLP mRNA expression using IRPTCs expressing dominant negative mutants of these PKC
isoforms.
At present, we do flot know the exact molecular mechanism(s) for the stimulatory effect of Ang Il
(that is, the downstream pathways after the activation of PKC, ROS and EGF receptor) on the
expression of rat GLP mRNA in IRPTCs. Searching the Gene-bank database revealed that human
GLP gene is located on chromosome 13q14, and its putative promoter sequence was found in the
human DNA sequence from clone RP11-185C18 (Gene-bank access number A1139321). We ana
lyzed about 4 kb of genomic sequence of the 5 -flanking region of human GLP gene from Gene
bank database, and found that the GLP gene promoter is TATA box-less, but contains a GC box.
Further analysis revealed that the GLP gene promoter contains two SRF (serum responsive factor)
binding sites located at positions 772 and 792, two NF-KB (nuclear factor) binding sites tocated at
positions 235 and 744, and one AP-1 (activator protein-1) binding site at position 1266 bp upstream
of the GC box, respectively. Modulation of gene expression by oxidative stress occurs primarily
through the redox-regulation of transcription factors, such as NE-KB and AP-1 (63,64). We are
subcloning the putative GLP promoter DNA and studies are ongoing in our laboratory to explore
which transcription factors are responsible for the stimulatory effect of Ang Il on the expression of
GLP mRNA in IRPTCs.
Normally, ROS are contained by a wide artay of antioxidant enzymes and endogenous and dietary
antioxidants. The excess production of ROS or impaired antioxidant defense capacity leads to oxi
dative stress, in which uncontained ROS cause tissue damage and dysfunction. The primary ROS
produced in the body is superoxide (O-2), which is converted to hydrogen peroxide by superoxide
dismutases. Hydrogen peroxide is, in turn, reduced to water by either catalase or glutathione
peroxidase. Generation of ROS and subsequent activation of redox-sensitive pathways are com
mon end-points of many signalling pathways. The major source of oxygen intermediates in the vas
cular wall and proximal tubule is nonphagocytic NADH/NADPH oxidase, which is regulated by Ang
11(65). The best characterized system in vascular smooth muscle ceils
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is the Ang II-stimulated NADH/NADPH oxidase mediated generation of 02- radical, which appears to
be involved in cellular hypertrophy (66-68). Activation of this oxidase by Ang II involves c-Src, arachi
donic acid metabolites and PLD-mediated phosphatidylcholine hydrolysis (69). In the present study,
we demonstrated that IRPTCs stably expressing GLP gene significantly increase ROS generation
compared to control IRPTCs, and that NADH/NADPH oxidase inhibitor and anti-oxidants significantly
blocked GLP-induced cellular hypertrophy in IRPTCs. These results suggest for the first time that
ROS generation plays an important role in GLP-induced IRPTC hypertrophy. At present, we do not
know the exact molecular mechanism(s) of how GLP activates ROS generation in IRPTCs. One p05-
sibility is that the overexpression of GLP gene may mediate an increase in the activity of membrane
bound NADH/NADPH oxidase, a key enzyme in one pathway of 0-2 generation. Ang II, as a single
hypertrophic agent, indeed signiflcantly stimulates GLP mRNA expression in rat IRPTCs.
Taken together, our model of how Ang li stimulates GLP mRNA expression in IRPTCs and how GLP
induces IRPTC hypertrophy is proposed in Figure 11. EGF receptor transactivation, subsequent acti
vation of ERK1/2 MAPK, activation of PKC and ROS generation are involved in Ang Il-induced GLP
mRNA expression in IRPTCs. The NADH/NADPH oxidase pathway is at least in part involved in
GLP-induced cellular hypertrophy in IRPTCs. There is a feedback mechanism between GLP mRNA
expression and GLP-induced cellular hypertrophy. These data indicate that GLP gene expression
may be important in Ang II-induced cellular hypertrophy in cultured IRPTCs.
In summary, we have demonstrated that Ang Il stimulates GLP mRNA expression in a time-, dose-,
and Ail receptor-dependent manner in IRPTCs. We have also found that the transactivation of the
EGF receptor, PKC activation and ROS generation play an important role in Ang II-stimulated GLP
mRNA expression in IRPTCs. Furthermore, we have demonstrated that ROS generation is at Ieast in
part involved in GLP-induced cellular hypertrophy in IRPTCs. Given that tubular hypertrophy may
promote subsequent development of interstitial fibrosis, administrating oxygen radical scavengers
may be a therapeutic tool to counteract Ang II-
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dependent remodelHng cf renal tubular ceils. These data may also provide a novel molecular target
te develcp therapeutic drugs to treat patients with Ang H-dependent renal diseases.
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Figure legends
Figure 1. shows the amino acid sequence comparison between human, mouse and rat GLP
ptoteins. Different amino acid residues are indicated.
Figure 2. Ang Il stimulates GLP mRNA expression in a time-dependent manner in IRPTCs. GLP
mRNA was determined by specific RT-PCR. The GLP mRNA expression was normahzed with f3-
actin mRNA expression. Celis were stimulated with 10-7 M ang li for different time periods. A, time
course of Ang Il on the regulation of GLP mRNA expression in IRPTCs. B, GLP mRNA expression
was quantifled by laser densitometry from 4 experiments. (*p< 0.05 and p< 0.01).
Figure 3. Ang Il stimulates GLP mRNA expression in a dose-dependent manner in IRPTCs. Ceils
were stimulated with different concentrations of Ang Il for 16 hours. A, effect of different concentra
tions of Ang Il on the regulation of GLP mRNA expression in IRPTCs. B, GLP mRNA expression
was quantified by laser densitometry from 5 experiments. (*p< 0.05 and **p< 0.01).
Figure 4. Ang Il stimulates GLP mRNA expression via AT1, but not AT2 receptor in IRPTCs. A, Celis
were stimulated with 10-7 M Ang Il with subtype specWic receptor antagonists, losartan (10-6 M) and
PD123319 (10-7 M) for 16 hours. B, GLP mRNA expression was quantified by laser densitometry
from 6 experiments (** p< 0.01).
Figure 5. Transactivation of the EGF receptor signaling pathway is involved in Ang ll-induced GLP
mRNA expression in IRPTCs. A, AG1478 (10-4 M), an inhibitor of EGF receptor, and PD98059 (10-5
M), an inhibitor of MEK, were added into the medium 30 minutes before cells were stimulated by 10-
7 M Ang Il for 16 hours. GLP mRNA expression was determined by semi-quantitative RT-PCR
o134
and its expression was normaiized by 3—actin mRNA expression as an internai control. B, GLP
mRNA expression was quantified by laser densitometry from 4 experiments (**p < 0.01).
Figure 6. Activation of PKC and ROS generation are partially invoived in Ang II-induced GLP mRNA
expression in IRPTCs. A, GF109203X (10-6 M), an inhibitor of PKC, DPI (10-6 M), an inhibitor of
NADH/NADPH oxidase, tiron (10-4 M) and taurine (5 x 10-3 M), antioxidants, wete added into the
medium 30 minutes before ceils were stimuiated by 10-7 M Ang Il for 16 hours. GLP mRNA expres
sion was determined by semi-quantitative RT-PCR and its expression was normalized by —actin
mRNA expression as an internai control. 8, GLP mRNA expression was quantifled by laser densito
metry from 4 experiments (*p <0.05 and **p < 0.01).
Figure 7. p38 MAP and JAK2 kinase pathways are not invoived in Ang Il-induced GLP mRNA
expression in IRPTCs. A, SB203580 (10-6M) and PD169316 (10-6 M), inhibitors of p38 MAP kinase
and AG490 (10-6M), an inhibitor of JAK2 kinase, were added into the medium 30 minutes before
celis were stimuiated by 10-7 M Ang li for 16 hours. GLP mRNA expression was determined by
semi-quantitative RT-PCR and its expression was normaiized by 3—actin mRNA expression as an
internai control. B, GLP mRNA expression was quantifled by laser densitometry from 4 experiments(**p <0.01).
Figure 8. ROS generation signalling pathway is invoived in GLP-induced IRPIC hypertrophy. A,
ROS generation was measured by the lucigenin assay in IRPTCs stabiy expressing GLP gene as
weII as control celis, with or without 10-7 M Ang Il stimulation as described in materials and
methods. f*p <0.05 and **p < 0.01, 4 experiments).
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Figure 9. Activation of ERK1/2 MAPK signaling pathway is flot involved in GLP-induced IRPTC
hypertrophy. A representative Western blot of phosphorylated ERKJ/2 MAPK. AH blots were mUe
pendently repeated three times, and quantification was done by laser densitometry.
Figure 10. Inhibition of ROS generation blocks GLP-induced IRPTC hypertrophy. Semi-confluent
IRPTCs stably expressing GLP gene in the sense orientation were serum-starved for 24 hours, then
incubated with 10-6 M DPI, tiron (10-4 M) or taurine (5 x 10-3 M) for 24 hours for [3H] leucine
incorporation, or 48 hours for total protein content experiments, respectively. [3HJ leucine was added
at the same time as when the inhibitors were added into the medium (A), n 5; 0.05. Total pro
tein content experiment is shown in B (n=4, *p< 0.05 and p< 0.01).
Figure 11. Model of signaling pathways involved in Ang ll-stimulated GLP mRNA expression and
GLP-induced cellular hypertrophy in IRPTCs. EGF receptor transactivation, subsequent activation of
ERK1/2 MAPK, activation of PKC and ROS generation are involved in Ang II-induced GLP mRNA
expression in IRPTCs. The NADH/NADPH oxidase pathway is at least in part involved in GLP
induced cellular hypertrophy in IRPTCs. There is a feedback mechanism between GLP mRNA
expression and GLP-induced ceHular hypertrophy.
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Nous avons identifié GLP, une nouvelle protéine associée au récepteur AT1, par la
méthode des deux hybrides chez la levure. Cette protéine interagit avec la région carboxyl
terminale du récepteur Ai lA. La séquence du gène permet de déterminer la séquence
d’acides aminés correspondante. Cette séquence contient un motif de sept séquences
répétées en tandem (figure 1 B; article Ï) similaire à celui observé chez la protéine RCC I.
RCCY est reconnue comme étant une GEF, un facteur d’échange GDP/GTP (GDP/GTP
exchange factor), pour la petite protéine G Ran (13;123;124). Nous croyons que cette
nouvelle protéine est une protéine «GEF-like», d’où son nom GLP. En comparant les
protéines RCC1 et GLP, nous observons une différence. GLP possède une extrémité
carboxyl-terminale supplémentaire (acides amnés de 368-531) en plus du motif de sept
séquences répétées en tamdem (figure 1C; article 1). Puis, nous avons trouvé que ces
résidus d’acide aminé, de 371-531, sont importants pour l’intéraction de la protéine avec le
domaine carboxyl-terminal du récepteur Ail dans le système des deux hybrides chez la
levure. Cette information permet d’expliquer la présence de cette extrémité carboxyl
terminal supplémentaire chez la protéine GLP (figure 1 article 1). Le gène GLP est assez
bien conservé entre les espèces (humains, rat et souris) (figure 1; article 2).
Nous avons ensuite déterminé la distribution tissulaire et cellulaire du gène GLP. Par
l’analyse d’hybridation Northem, il a été démontré que l’ARNm de GLP est retrouvé dans
tous les tissus testés, soit le coeur, le cerveau, le placenta, les poumons, le foie, les muscles
squelettiques, les reins et le pancréas (figure 2A; article 1). Cependant, il est surtout présent
dans le coeur, les poumons, les reins et le pancréas. L’ARNm de GLP est également détecté
dans les V$MCs, les IRPTCs et dans les cellules embryonnaires de rein (HEK-293). Bref,
nous avons retrouvé de l’ARNm de GLP dans des cellules vasculaires et des cellules
rénales. Nous avons aussi regardé si la protéine GLP était exprimée dans ces cellules, et
effectivement, une bande d’environ 58 kDa est retrouvée par l’analyse d’un
immunobuvardage avec un anticorps polyclonal spécifique pour GLP. Le poids de la bande
semble similaire à celui estimé selon la séquence d’acides aminés.
La localisation cellulaire du gène GLP fut déterminée grâce à une lignée cellulaire stable de
HEK-293 exprimant GLP couplé à la protéine verte fluorescente (green fluorescent protein
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(GfP)). Ce couplage permet de visualiser rapidement la présence de la protéine GLP en
microscopie de fluorescence. La protéine GfP-GLP a été trouvée dans de petites vacuoles
dans le cytoplasme et aussi sur la membrane plasmique, mais non pas dans le noyau (figure
3A; article 1). La localisation de la protéine GLP laisse supposer sa présence auprès du
récepteur Ail ou leur co-localisation, autant à la membrane plasmique que dans les
vacuoles puisque le récepteur Ail est aussi retrouvé dans des endosomes lors de
l’intemalisation du complexe ang II-récepteur ATY (34;43;l07). Il existe aussi une autre
explication de la présence de la protéine GFP-GLP dans des vacuoles. En effet, lorsque la
protéine GFP-GLP est surexprimé dans des cellules HEK-293 où il y absence du récepteur
ATÏ, elle se retrouve en abondance et sans partenaire, il est donc possible d’en avoir une
accumulation dans des vacuoles.
Afin de découvrir lets) rôle(s) biologique(s) de GLP, nous avons produit différentes lignées
cellulaires stables surexprimant GLP. Les VSMCs étant difficiles à transfecter nous le
savons infectées à l’aide d’un vecteur rétroviral, pLNCX, contenant le gène GLP. Les
IRPTCs et les HEK-293 ont plutôt été transfectées avec le vecteur pcDNA3 contenant
MYC-GLP. Après avoir remarquer au microscope que les cellules infectées ou transfectées
avec GLP semblaient, à la vue du moins, être plus grosses (figure 3C; article 1), nous avons
testé et démontré que la surexpression du gène GLP induit effectivement de l’hypertrophie
cellulaire.
L’hypertrophie cellulaire est définie conmie étant une augmentation de la taille cellulaire
(116), et du contenu en ARN et en protéines, mais sans la réplication de l’ADN
(36;93;125). Cette réponse hypertrophique est caractérisée par une augmentation de
l’incorporation de [3H]-leucine dans les protéines précipitées (73) et d’une inhibition de la
réplication de l’ADN, ou de prolifération, tel que mesuré par l’incorporation de [3H]-
thymidine (72). Ces paramètres ont été mesurés dans deux lignées cellulaires différentes,
soit les VSMCs et les IRPTCs. Les VSMCs et les IRPTCs surexprimant le gène GLP
démontrent bien une augmentation de la taille cellulaire relative comparativement aux
cellules contrôles. Les VSMCs (figure 4C; article 1) montrent toutefois une augmentation
beaucoup plus importante de la taille que les IRPTCs (figure 8C; article 1). Wolf et aï ont
pourtant montré que dans des cellules murines du tubule proximal, l’hypertrophie cellulaire
est à son point maximal avec une augmentation de seulement 15-20% par FACS ou
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cytométrie de flux (120). Le pourcentage d’augmentation de la taille ou d’hypertrophie des
IRPTCs surexprimant GLP est de 17% et concorde bien avec les valeurs obtenues par Wolf
et al (120). L’écart des valeurs obtenues pour les VSMCs et les IRPTCs est probablement
du à leur fonctions physiologiques différentes ou encore a un effet secondaire de l’infection
par le rétrovirus lors de la transfection des VSMCs. Cette possibilité ne peut être éliminé
puisque qu’un seul clone a été obtenu pour les VSMCs.
Nous avons utilisé une autre méthode reconnue comme marqueur d’hypertrophie cellulaire
et de synthèse protéique, il s’agit de l’incorporation de [3H]-leucine (73). L’incorporation
de [3H]-thymidine est au contraire un marqueur de prolifération cellulaire et de réplication
d’ADN (72). Autant dans le cas des VSMCs que celui des IRPTCs, il y a une augmentation
significative de l’incorporation de [3H]-leucine (figures 4B, 8B; article 1) et une
diminution non significative de l’incorporation de [3H]-thymidine (figures 4A, 8A; article
1). Ces données montrent une hypertrophie cellulaire dans les deux types cellulaires
surexprimants GLP, comparativement aux cellules contrôles.
Une troisième approche, le contenu en protéines totales, détennine aussi une hypertrophie
cellulaire car on observe une augmentation significative dans les deux lignées cellulaires,
les VSMCs et les IRPTCs (figures 4D, $D; article 1).
Les résultats obtenus indiquent bien que les cellules, VSMCs et IRPTCs, surexprimants le
gène GLP sont hypertrophiques comparativement aux cellules contrôles car elles répondent
bien à la définition d’ hypertrophie cellulaire. Effectivement, elles ont une taille relative
supérieure aux contrôles, elles ont une synthèse protéique accrue et une réduction de leur
synthèse d’ADN et, enfin, elles ont un contenu en protéines totales augmenté
comparativement aux cellules contrôles.
Les cellules hypertrophiques ont aussi la caractéristiques d’être arrêtées en phase Gi du
cycle cellulaire afin d’augmenter leur taille et leur synthèse protéique (36;93;125). Le cycle
cellulaire joue donc un rôle important dans l’hypertrophie cellulaire. En fait, les cellules
entrent dans le cycle cellulaire et progressent d’une phase à l’autre. Cette progression
dépend, comme il a été présenté à la section 1.6, de l’expression régulatrice et de
l’activation de protéines spécifiques nominées les kinases cycline-dépendantes (CdKs) et de
151
leurs sous-unités régulatrices, les cyclines. Les CdKs sont activés à travers la
phosphorylation et déphosphorylation de sites spécifiques (lO;36;62;113), alors que
d’autres protéines inhibent les complexes cycline-CdKs (CKIs). Ces inhibiteurs contrôlent
l’activation des complexes cyclines-CdKs (9;113). Les CKIs sont responsables de l’arrêt du
cycle cellulaire en phase Gi et ,de ce fait, de l’inhibition de la prolifération. L’inhibiteur
p27’, en particulier, serait la clé du processus de la progression du cycle cellulaire
(49;126). Un haut niveau de p27’ arrête le cycle cellulaire menant alors à l’hypertrophie
cellulaire (113). Les niveaux cellulaires de p27’ seraient donc un indicateur
d’hypertrophie cellulaire pour les VSMCs et les IRPTCs. Les taux de 27K1 furent alors
mesurés pour les deux types cellulaires. Les résultats observés montrent une différence
flagrante entre les cellules aortiques et les cellules rénales. Les VSMCs surexprimant le
gène GLP indiquent une diminution de la protéine 27KiP1 (figures 5C, 5D; article 1),
montrant que l’hypertrophie est indépendante de la protéine p27 ou bien que le cycle
cellulaire ne serait pas impliqué dans l’hypertrophie observée. Par contre, les IRPTCs
surexprimant le gène GLP montrent une augmentation de la protéine p27” (figures 9C,
9D; article 1), indiquant que la protéine p27K” et le cycle cellulaire seraient impliqués
dans l’hypertrophie observée. De plus, il est reconnu que la sérine/thréonine kinase
AKTIPKB apparaît jouer un rôle dans l’hypertrophie cellulaire et la synthèse protéique (6).
L’activation d’AKT/PKB peut être dépendante de la P13-kinase et provoquer plusieurs
réponses cellulaires dont l’hypertrophie cellulaire (117). Toutefois, AKT/PKB peut aussi
dépendre de la voie des espèces réactives de l’oxygène (ROS). Les niveaux d’AKT/PKB
furent donc aussi testés pour les VSMCs et les IRPTCs. Dans ce cas, contrairement à
l’expression de la protéine 27KiP1 seules les VSMCs surexprimant le gène GLP présentent
une augmentation significative de la phosphorylation d’AKT/PKB comparativement aux
cellules contrôles (figures 5A, 5B; articlel). Puis, des inhibiteurs ont été testés sur les
VSMCs surexprimant le gène GLP afin de découvrir si cette hypertrophie emprunte la voie
de la P13-K ou bien celle des ROS. Le DPI, un inhibiteur de la NAD(P)H oxydase et donc
des ROS et le LY294002, un inhibiteur de la P13-K, ont indiqué qu’autant la taille relative
(figure 6C; article 1)que la phosphorylation d’AKT/PKB (figures 6A, 6B; article 1)sont
réduites dans les VSMCs surexprimant le gène GLP comparativement aux contrôles et cela
pour les deux inhibiteurs. Ces données prouvent que les VSMCs surexprimant le gène GLP
empruntent la voie AKT/PKB dépendante, non seulement de la P13-K, mais aussi des ROS.
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Donc, dans les VSMCs et les IRPTCs, GLP emprunte des voies différentes et utilisent des
mécanismes distincts pour induire l’hypertrophie.
Afin de démontrer l’importance et la nécessité de l’expression du gène GLP dans
l’hypertrophie observée dans les IRPTCs et l’effet de l’ang II sur ces cellules, différentes
lignées cellulaires d’IRPTCs ont été établies (figures 7A, 7B; article 1). Deux lignées
cellulaires stables supplémentaires, l’une surexprimant GLP en orientation antisens (GLP
AS) afin de contrecarrer l’ARNm endogène et l’autre surexprimant un mutant tronqué du
gène GLP (GLP-Ml) montrant que cette région est importante pour l’induction
d’hypertrophie, ont été étudiées. Ces lignées ont montré autant par la mesure de la taille
cellulaire relative (figure 8C; articlel), l’incorporation de [3H]-leucine (figure 8B; article
1)et [3HJ-thymidine (figure $C; article 1), que par le contenu en protéines totales (figure
8D; article 1) que le gène GLP joue un rôle important dans l’hypertrophie observée dans
les IRPTCs surexprimant le gène GLP. En effet, une diminution marquée de tous ces
paramètres est observée. L’expression de la protéine p27’ montre une diminution dans
les lignées GLP-AS et GLP-M1, comparativement aux IRPTCs surexprimant le gène GLP
(figures 9C, 9D; article 1). La phosphorylation d’AKT/PKB demeure, quant à elle,
inchangée dans toutes les lignées cellulaires d’IRPTCs étudiées (figures 9A, 9B; article 1).
Il est maintenant connu que 1’ ang II est un facteur de croissance stimulant l’hypertrophie de
plusieurs tissus et cellules, dont les cellules du tubule proximal (127;128). Les différentes
lignées d’IRPTCs peuvent permettre de découvrir les mécanismes moléculaires impliqués
dans l’hypertrophie induite par l’ang II. Dans les IRPTCs contenant seulement le gène GLP
endogène, l’ang II induit une hypertrophie cellulaire mesurable par la taille cellulaire
relative (figure lOB; article 1), l’incorporation de [3HJ-leucine (figure 1OA; article 1), et par
le contenu en protéines totales (figure 1OC; article 1). Le gène GLP semble toutefois jouer
un rôle important dans l’hypertrophie observée dans les IRPTCs exposées à l’ang II.
Effectivement, autant les cellules GLP-A$ que les cellules GLP-Ml ne montrent pas
d’augmentation comparativement aux cellules non-stimulées. Ces données montrent que
l’hypertrophie induite par l’ang II semble requérir la protéine GLP.
Il a déjà été montré que l’expression de p27’, dans des cellules du tubule proximal de
souris, semble être un prérequis nécessaire, mais que toutefois, l’hypertrophie survient
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seulement après des traitements à l’ang II. Cette observation peut suggérer que d’autres
facteurs conmie TGf-f3 («transforming growth factor-f3») sont induits par l’ang II et
s’avèrent nécessaires au développement de l’hypertrophie (23). Dans les cellules du tubule
proximal de lapin, un arrêt du cycle cellulaire en phase Gl, donc l’induction
d’hypertrophie, est associé avec le TGF-f3 (23). Il pourrait, dans ce cas, être intéressant
d’examiner la régulation de l’expression de f’ARNm de GLP par TGf-.
Ensuite, nous avons montré que l’ang II stimule l’expression de l’ARNm de GLP d’une
manière dépendante du temps (figures liA, 1 LB; article 1 et 2A, 2B; article 2) et de la dose
(figures 11C, 11D; article 1 et 3A, 3B; article 2). En fait, une réponse maximale est
remarquée à 16 heures. Puis, on a examiné lequel des récepteurs de l’angiotensine est
employé par l’ang II dans l’induction de l’hypertrophie cellulaire nécessitant la présence de
la protéine GLP. Grâce à des antagonistes des récepteurs AT1 (Losartan) et AT2
(PD1233 19), nous avons constaté que I’ang II agit par le récepteur ATI pour induire
l’hypertrophie cellulaire des IRPTCs (figures 11E, 11f; article 1 et 4A, 4B; article 2). La
stimulation du récepteur Ail mène à la croissance cellulaire et l’hypertrophie,
l’angiogénèse, la vasoconstricion, la fibrose interstitielle et le remodelage cardiaque alors
que la stimulation du récepteur AT2 cause des effets inverses (105). Ces données
démontrent que l’expression du gène GLP semble être importante dans l’hypertrophie
cellulaire induite par l’ang II dans les IRPTCs.
L’ang II seul est un agent hypertrophique induisant de l’hypertrophie des cellules dans les
tubules proximaux (127;12$) et de manière dépendante de la dose (127). Il serait donc
possible que l’ang II stimule l’expression du gène de GLP dans les cellules rénales, puis
que GLP induise de l’hypertrophie cellulaire dans les tubules. Un mécanisme de rétro-
activation pourrait exister entre l’ang II et GLP, menant à une hypertrophie des cellules du
tubule proximal. Un bon exemple de mécanisme compensatoire est l’hypertrophie tubulaire
Des dommages chroniques résultent souvent d’un processus d’adaptation hémodynamique
et structural associé à la réduction dans le nombre des néphrons. L’adaptation des néphrons
restants, dans lesquels l’hypertrophie joue un rôle crucial, cause ultimement une
détérioration irréversible de la fonction rénale, qui est morphologiquement caractérisée par
des changements fixes de glomérulosclérose et de fibrose tubulointerstitielle. La croissance
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adaptatrice rénale joue donc un rôle majeur dans la progression des maladies rénales. Les
dommages aux népbrons résultent souvent dans l’hypertrophie compensatrice du reste de la
structure du rein. Tous les constituants structuraux du néphron sont impliqués dans
l’hypertrophie, mais les cellules du tubule proximal comptent pour le composant principal.
Les mécanismes induisant l’hypertrophie cellulaire du tubule proximal ne sont pas
complètement compris, et fondamentalement différents, par définition, de l’hyperplasie
cellulaire, qui advient après une nécrose tubulaire intense (56;85;92;129-131).
L’hypertrophie initiale est adaptative, mais par la suite, elle devient maladaptative
(56;75;$5;132). Il est d’ailleurs bien connu que, sans égard de la première cause de
défaillance rénale, la maladie rénale chronique mène souvent à la fibrose rénale et au stade
terminal de la maladie rénale (116). Dans des cultures primaires de cellules du tubule
proximal humain, Chatterjee et al rapportent que le losartan inhibe la synthèse protéique et
d’ADN induite par l’ang II et ceci est dépendant de l’inhibition de l’adénylate cyclase. Le
losartan peut alors être considéré comme un médicament de choix lorsqu’il y a
hypertension avec une fonction rénale compromise (132).
Des études plus poussées ont été entreprises afin d’élucider les voies de signalisation
empruntées lors de ce nouveau mécanisme de l’ang II menant à l’hypertrophie cellulaire.
Étant donné l’importance de l’hypertrophie tubulaire, plusieurs voies de signalisation
semblent jouer un rôle. La transactivation de EGFR, l’activation de PKC et la génération
des ROS semblent avoir une influence importante dans l’expression de l’ARNm de GLP
induit par I’ang II. Il fut aussi observé que la génération des ROS joue un rôle crucial dans
l’hypertrophie des IRPTCs induite par GLP.
Il existe plusieurs voies de signalisation liées au récepteur AT1. L’une d’elles est la voie
des MAPKs,déjà présentée en détail à la section 1.5.3. Cette famille d’enzymes joue un rôle
important dans la croissance anormale (101) comme l’hypertrophie cellulaire. Les MAPKs
transduisent les signaux de la membrane cellulaire au noyau en réponse aux facteurs de
croissance ($9). ERK1/2, une MAPK, est activée par la cascade Ras, qui active Raf qui, à
son tour active MEK et ensuite ERKI/2 (45;$9). Il est d’ailleurs reconnu que l’ang II active
ERK1/2 (40). Il a aussi été montré que l’ang II stimule la phosphorylation de ERKI/2 via la
transactivation de EGFR par le récepteur ATI (106). L’ang II transactive EGFR,
démontrant que ce dernier est une cible en aval des récepteurs AT1 (45). Des études in vitro
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montrent que la transactivation de EGFR par le récepteur Ail est considérable pour
plusieurs effets de l’ang II (45;94). Dans le cas présent, il a été montré que des inhibiteurs
de la MAPK, ERK1/2 (PD98059), et de EGFR (AG147$) diminuent l’expression de
l’ARNm de GLP suite à une stimulation de l’ang II (figure 5; article 2). Ces résultats
indiquent une implication notable de EGFR et, subséquemment de ERKI/2, dans
l’expression de l’ARNm de GLP dans les IRPTCs. Quoique Voisin et al ont rapporté que
l’activation de EGFR est nécessaire à l’augmentation du niveau de la synthèse protéique
(13), il ne semble pas que cette cascade soit impliquée dans l’hypertrophie des IRPTCs
induite par GLP. En fait, des données obtenues par immunobuvardage avec un anticorps
spécifique pour ERK1/2 ne montrent aucune augmentation de la phosphorylation dans les
IRPTCs surexprimant le gène GLP comparativement aux contrôles, indiquant que cette
MAPK n’est pas impliquée dans l’hypertrophie observée. Les résultats obtenus concernant
la voie de EGFR et de ERK1/2 peuvent suggérer que la transactivation de EGFR par l’ang
II peut augmenter la production du gène de GLP, ayant alors un effet indirect sur
l’hypertrophie cellulaire des IRPTCs.
Les voies de signalisation des kinases, p38 MAPK et JAKJSTAT n’ont montré aucune
diminution de l’expression de l’ARNm de GLP lors de l’utilisation d’inhibiteurs
spécifiques (figure 7; article 2). Les inhibiteurs de p38 MAPK ($B203580 et PD169316) et
de JAKJ$TAT (AG490) indiquent que toutes deux ne sont pas impliquées dans la
régulation de l’expression de l’ARNm de GLP dans les IRPTCs, non plus que dans
l’hypertrophie induite par GLP dans les IRPTCs.
L’une des autres voies de signalisation analysée est la voie de PKC. La PKC comporte
plusieurs isoformes et est activée suite à la stimulation du récepteur Ail par l’ang II. Le
récepteur couplé à la protéine G activé génère du DAG et de l’1P3 par la PLC (93). Le
second messager 1P3 produit certains des effets de l’ang II, comme la vasoconstriction
(122), tandis que le DAG, un autre second messager, active la PKC (93). Cette voie est bien
reconnue pour agir sur la régulation de l’expression génique et des MAPKs. L’activation de
PKC mène alors à une augmentation globale de la synthèse protéique (13;133). Grâce aux
données recueillies suite à l’utilisation de l’inhibiteur de PKC (GF109203X) dans les
IRPTCs, il a été démontré que l’expression de l’ARNm de GLP est partiellement inhibé
(figure 6; article 2), dès lors suggérant que l’activation de PKC peut jouer un rôle important
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dans la régulation de l’expression du gène de GLP. Toutefois, des recherches plus avancées
pourraient être effectué afin d’identifier les isoformes de PKC impliqués dans la régulation
du gène de GLP. Plusieurs isoformes se retrouvent dans les tubules proximaux, les
isoformes hautements exprimés sont PKC Œ et 13, mais il aussi retrouvé PKC et dans les
tubules proximaux de rats (134). Ces travaux pourraient employer des mutants dominants
négatifs des divers isoformes de PKC et démontrer leur importance respective dans
l’expression de l’ARNm de GLP induit par l’ang II dans les IRPTCs.
Finalement, la voie de signalisation des ROS fut examinée. Les ROS dérivent de l’oxygène
qui, par diverses réductions et réactions, génère de l’02 qui est ensuite converti en H202
par la SOD. Le 11202 est réduit en eau par la catalase ou par la gluthation peroxydase (21).
La section 1.8 présente en détail ces enzymes, appelées antioxydantes, qui protègent l’hôte
des dommages occasionnés par les ROS. L’une des sources principales de la génération de
ROS est la NAD(P)H oxydase (14;135). Cette enzyme transfère les électrons du NADH ou
NADPH à la molécule d’02, générant de l’02 (45). Des études ont montré que l’activation
du récepteur AT1 par l’ang II mène à une activationJsurrégulation de la NAD(P)H oxydase
(21). De ce fait, l’ang II augmente les ROS. Les résultats observés avec l’inhibiteur de la
NAD(P)H oxydase, le DPI, suite à une stimulation de l’ang II, indiquent une diminution
significative montrant que la régulation de l’expression de l’ARNm de GLP implique la
NAD(P)H oxydase (figure 6; article 2). Le tiron, un chélateur de ROS (94), et la taurine,
un antioxydant endogène dans le rein (18) amènent aussi une diminution significative de
l’ARNm de GLP. Ces résultats sont en accord avec les études préalables rapportant que les
antioxydants, les chélateurs de superoxyde et les inhibiteurs de l’oxydation mitochondriale
préviennent la formation de ROS dans une variété de lignées cellulaires, par exemple les
VSMCs, les cellules endothéliales, les cellules mésangiales et les cellules du tubule
proximal (93). L’expression de l’ARNm de GLP serait donc modulée par les ROS, du
moins en partie.
De plus, l’essai lucigénine est une méthode qui permet de mesurer la luminescence de
différentes sortes de ROS. Cette méthode est fréquemment utilisée. Des résultats obtenus
par des essais lucigénine ont d’ailleurs démontré que les IRPTCs surexprimant le gène GLP
possèdent base une concentration de base en ROS supérieure aux cellules contrôles. L’ang
II augmente les ROS dans les IRPTCS surexprimant le gène GLP, tout autant que dans les
cellules contrôles (figure 8; article 2). Ces résultats paraissent indiquer que la surexpression
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du gène GLP augmente la concentration de ROS. Des études ont déjà rapporté que
l’hypertrophie cellulaire induite par l’ang II est provoquée par les ROS ($9). En effet, il
apparaît que l’ang II, en stimulant la NAD(P)H oxydase à produire plus de ROS, mène à
l’hypertrophie cellulaire. Il semblerait que l’activité de la NAD(P)H oxydase soit requise
pour l’induction d’hypertrophie et qu’une inhibition de cette voie enzymatique par le DPI
inhibe aussi l’hypertrophie induite par l’ang II (89;105;136). L’utilisation de DPI, tiron et
taurine, pour réduire les niveaux dans les IRPTCs surexprimant le gène GLP, empêche
l’hypertrophie induite par l’ang II (figure 10; article 2). La voie des ROS semble donc jouer
un rôle majeur dans l’hypertrophie induite par GLP dans les IRPTCs.
Le facteur de transcription NF-icB se trouvant, sous forme inactivée, dans le cytoplasme est
transioquer vers le noyau lorsqu’il est activé. Nf-id3 est une importante molécule cible
dans l’intervention parmacologique, depuis qu’il est réguler par une grande variété de gènes
contrôlant les réponses immunitaire et inflammatoires (137; 138), la pathogénèse du sida et
cancer (138). Il a été postulé, par plusieurs chercheurs, que les ROS peuvent agir de
seconds messagers menant à l’activation du facteur nucléaire NF-icB (138). D’ailleurs, une
accumulation nucléaire de Nf-icB en réponse au peroxynitrite a été détectée (137). En fait,
certaines sortes de composés avec des propriétés antioxydantes peuvent bloquer l’activation
de Nf-KB. Puis, la plupart, sinon tous, les agents activant Nf-KB sont connus pour
déclencher la formation de ROS. L’activation de NF-kB peut êre induit par un traitement
avec H202 dans certaines lignées cellulaires. Toutefois, la contribution de la régulation
rédox dans l’activation de Nf-KB est un sujet de débats intenses (138). Par contre, plusieurs
chercheurs ont rapporté que le H202 induisant l’activation de NF-icB est hautement
dépendant du type de cellules. En fait, son activation ne semble pas avoir une réponse
universelle au stress oxydatif. Dans certains types de cellules, Nf-icB est activé par le
traitement avec du H202, alors que dans un autre type cellulaire, le H202 ne l’active pas.
Les données démontrent clairement que les ROS endogènes produits ne provoquent pas
l’activation de Nf-id3 comme second messager (138). Toutefois, les ROS produits à travers
Rac/NADPH oxydase ne provoque pas la signalisation de Nf-iB, mais diminue la
magnitude de cette activation (138). Auparavant, les ROS était vu comme des messagers
généraux à l’activation de Nf-id3. Tandis que certains croient que les ROS ne sont pas des
activateurs mais plutôt des inhibiteurs de Nf-KB. En effet, à un certain niveau d’activité,
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les ROS peuvent oxyder les sous-unités de NF-icB et diminuer la liaison de l’ADN et les
activités transcriptionnelles de Nf-icB. Les ROS sont des activateurs potentiels pour JNK
par l’inactivation oxydative des inhibiteurs endogènes de INK, tel que la JNK
phosphatases. Les RO$ peuvent agir comme bloqueur entre Nf-KB et JNK par l’inhibition
d’un mais la promotion de l’autre, créant une nouvelle forme d’interaction entre ces deux
importants systèmes de réponse au stress. Alors que dans des cellules normales, la
génération de ROS est limité, le blocage de l’activation de NF-kB est considéré comme une
stratégie rationnelle dans le contrôle des maladies inflammatoires. Si l’accumulation de
ROS est la principale raison pour une activation soutenue de JNK, n’importe quelle mesure
qui réduit le stress oxydatif devrait être efficace dans la protection des cellules d’une mort
par la nécrose ou l’apoptose (139).
L’étude effectuée comporte évidemment quelques limitations, le choix de cellules
immortalisées en est une. Il est certain que des cellules immortalisées peuvent ou ne pas
exprimées des facteurs ou enzymes retrouvés dans les cellules normales car il est possible
que le plasmide SV4O transfecté dans ces cellules modifient ces facteurs ou enzymes.
Certaines caractéristiques sont perdues dans les cellules tumorales comme l’inhibition de
contact. Les IRPTCs peuvent être utilisé pour étudier comme les voies de signalisation,
mais par la suite il est important d’effectuer ces mêmes expériences sur des cellules
primaires soit non-transfectée et sur des animaux afin d’en vérifier les résultats. Une autre
limitation serait l’utilisation d’ARNm lors des analyses des voies de signalisations testées
avec leurs inhibiteurs spécifiques, plutôt que la mesure des niveaux de protéines.
Cependant, l’étude présente donne tout de même de bonnes indications sur la direction qui
pourrait être prise dans les projets futurs concernant la protéine GLP.
Ces études concernant de nouvelles protéines permettent de mieux connaître et comprendre
les différents composants impliqués dans les voies de signalisation. Mieux comprendre la
physiologie et ces intervenants aide à pointer de nouvelles cibles thérapeutiques. Il est très
important de poursuivre leur découverte afin de développer des médicaments plus
spécifiques et diminuant les effets secondaires. Cette nouvelle protéine, GLP, pourrait donc
être, un jour, une nouvelle cible thérapeutique et c’est pourquoi il est nécessaire de
poursuivre ces recherches.
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Beaucoup de gens essaient de nouveaux traitements comme les antioxydants. En effet,
plusieurs formes d’hypertension, dont celles associées aux hauts niveaux d’ang II, sont
accompagnées par une production de superoxyde (O2) (111). Il est montré qu’un traitement
avec des antioxydants normalise la production de 02 et atténue ainsi l’hypertension (109).
L’une des méthodes qui pourrait être employée afin de contrer les effets des ROS serait
donc les antioxydants. Les vitamines E et C sont des antioxydants facilement disponibles et
ont été considérés lors de dommages rénaux chroniques et autres désordres. La vitamine E,
en supplément, a généralement été associée avec l’amélioration du stress oxydatif et de
l’anémie chez les patients se trouvant au stade terminal de la maladie rénale
(103).Toutefois, les résultats d’études chez l’humain sont généralement négatives (107).
L’une des raisons possibles pour cette inefficacité est que les chélateurs, tel que la vitamine
E, peuvent servir non seulement comme antioxydants, mais aussi comme pro-oxydants. Par
exemple, la vitamine E réagit avec les radicaux et subséquemment génère les radicaux
tocophéroxyls. Aussi, en fortes doses, la vitamine C peut potentiellement aggraver le stress
oxydatif en devenant elle-même un pro-oxydant et en catalysant la conversion du fer
ferrique (Fe +3) en fer ferreux (Fe +2), un événement favorisant la formation du radical
hydroxyl, un ROS. De fortes doses de vitamine C devraient donc être évitées. En plus du
manque de cohérence des bases biologiques et donc, de l’efficacité limitée, l’utilisation de
hautes doses d’un antioxydant donné peut perturber la balance du système de défense
antioxydant. Un tel déséquilibre peut, paradoxalement, intensifier les dommages oxydatifs
dans les compartiments cellulaire ou tissulaire où l’antioxydant donné et ainsi cette forme
de radicaux libres se trouve plus concentré (103).
Cependant, un problème de la thérapie antioxydante reste, dont le manque de méthodes
sensibles et directes afin d’évaluer le stress oxydatif in vivo (107). Ainsi, la plupart des
études déterminent les niveaux de vitamines antioxydantes, mais non pas les niveaux de
base de ROS ou les changements dans les niveaux de ROS obtenus avec le traitement afin
d’indiquer si le but de la thérapie a été atteint ou non (101).
De récents rapports ont révélé que les statines peuvent inhiber la production de ROS dans
les cellules vasculaires, probablement via l’inhibition de l’activation de la NAD(P)H
oxydase induite par l’ang 11(107). De plus, plusieurs études cliniques montrent que les
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statines préviennent le déclin de la fonction rénale. Le mécanisme de l’activation
dépendante de PKC de la NAD(P)H oxydase vasculaire peut ftre une nouvelle cible de la
thérapie antioxydante pour prévenir, entre autre, les complications diabétiques vasculaires
(107).
Finalement, en contraste aux dommages tubulaires aigties où la croissance accélérée est
désirable, l’hypertrophie rénale compensatoire, associée à une défaillance rénale chronique,
peut ultimement mener à une perte irréversible de la fonction rénale et au développement
de fibrose interstitielle. Conséquemment, les voies interférant avec cette croissance
maladaptive peuvent offrir des opportunités thérapeutiques futures afin de prévenir la
progression de la maladie rénale (29). Une diète contenant des portions généreuses de fruits
et légumes frais en plus d’une activité physique modérée représente la stratégie la plus
sécuritaire et efficace pour relancer le système de la défense antioxydante (103).
161
Conclusion
En conclusion, notre laboratoire a identifié une nouvelle protéine associée au récepteur
ATY, GLP. Cette protéine est retrouvée dans plusieurs tissus dont le coeur et les reins. Deux
lignées cellulaires, les VSMCs et les IRPTCs, montrent lorsque GLP est surexprimé, de
l’hypertrophie cellulaire. Plusieurs méthodes dont le FACS, l’incorporation de [3HJ-leucine
et de [3H]-thymidine, ainsi que le contenu en protéines totales ont été utilisées pour mesurer
l’hypertrophie. Il a aussi été montré que les différents types cellulaires n’utilisent pas les
mêmes voies de signalisations. Les résultats obtenus semble montrer que GLP pourrait être
le lien entre le récepteur AT1 et l’initiation d’hypertrophie cellulaire. Nous avons démontré
que l’ang II stimule l’expression de l’ARNm de GLP dans les IRPTCs d’une manière
dépendante du temps et de la dose. Puis, avec l’aide d’inhibiteurs spécifiques nous avons
constaté que l’expression de l’ARNm de GLP est stimulée par l’ang II qui agit
principalement à travers le récepteur Ail. La voie de signalisation EGFR, suivie de la
MAPK ERK1I2, est aussi impliquée. La voie de la PKC semble aussi avoir un effet. Les
ROS semblent de plus jouer un rôle important autant sur la régulation de l’expression de
l’ARNm de GLP que dans l’hypertrophie induite par GLP dans les IRPTCs.
Donc, GLP et les ROS pourraient être de bonnes cibles pour le développement de nouveaux
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protéine associée au récepteur Ail, induit de l’hypertrophie dans les cellules du tubule
proximal de rein de rat; mécanismes moléculaires de l’action de GLP.
/r/
te/
SEP 7 24 17:58 64 6 835 i26 P3E.nl
PERMISSION DE L’ÉDITEUR D’UNE REVUE
1. Journal of B iological Chernistry




2. Nom des éditeurs
Dan Scott
3. Guo DF, Tardif V, Ghelirna K, Chan JS, Ingelfmger JR, Chen XM, Chenier I. A
novel angiotensin II type 1 receptor-associated protein induces cellular hypertrophy in
rat vascular srnooth muscle and renal proxirnal tubular ceils. J Bio! Chem. 2004 Feb 24
L’étudiante Valérie Tardif est autorisée à inclure l’article ci-dessus dans son mémoire
de maîtrise qui a pour titre GLP, une nouvelle protéine associée au récepteur ATI,
induit de l’hypertrophie dans les cellules du tubule proxirnal de rein de rat;
mécanismes moléculaires de l’action de GLP.
The student Valérie Tardif received an authorization to include the above mentioned
paper as part of a thesis entitled «GLP, une nouvelle protéine associée au récepteur
A j, lii tih Z dU Ll pfCXiUUil dc rcin dc r;
mécanismes moléculaires de l’action de GLP. >, to be submitted to the Department of
Medecine, Faculty ofMedecine ofthe Université de Montréal, for the M.Sc. diploma.
ban Cutbbefl Date : 09/14/04
For the copyright owner
THE AMERICAL SOCIETY FOR BIOCHEMISTRY
AND MOLECULAR BIOLOGY
